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RESUMEN 
Spongospora subterranea f. sp. subterranea es un patógeno obligado que se replica en 
raíces y tubérculos de papa, causando la enfermedad conocida como  sarna polvosa de 
la papa en las principales zonas productoras del mundo. Debido a la falta de tratamientos 
efectivos contra este patógeno y al comercio de tubérculos-semilla infectados, esta 
enfermedad disminuye el crecimiento de la planta, el área foliar efectiva y la producción 
hasta un 40%. El control biológico de patógenos del suelo con otros microorganismos ha 
sido ampliamente estudiado y puede tener un papel muy importante sobre el control de 
enfermedades de la papa. En esta investigación inicialmente se aislaron 
microorganismos y se estimó la biodiversidad  en el interior de las raíces, la rizósfera, el 
suelo y la superficie de tubérculos de plantas de papa Solanum tuberosum variedad 
Diacol Capiro. Para seleccionar aislamientos con potencial biocontrolador y con 
capacidad promotora de crecimiento vegetal, a las bacterias se les evaluó la producción 
de indoles totales y de quitinasas. La mayor producción de indoles totales y quitinasas se 
encontró en bacterias aisladas a partir de raíz y rizósfera, comparada con las aisladas de 
tubérculos y suelo. A nueve aislamientos bacterianos con producción de diferentes 
niveles de indoles totales se les evaluó en el laboratorio la capacidad para incrementar el 
crecimiento de brotes en tubérculos de papa (Solanum tuberosum); se encontró que la 
mayoria de bacterias seleccionadas presentaron incremento en la longitud del brote de 
los tubérculos. En un estudio paralelo en invernadero y en macetas con suelo altamente 
infestado con quistosoros de Spongospora subterranea se realizó un ensayo de 
estimulación de crecimiento vegetal y biocontrol del patógeno por diez bacterias 
productoras de indoles totales y/o quitinasas en plántulas de papa variedad Diacol 
Capiro;  se encontró que dos aislamientos incrementaron  el crecimiento de las plantas. 
Pruebas serológicas con raíces sugirieron biocontrol de la enfermedad por algunos 
aislamientos. 
 
Palabras claves: Biodiversidad, estrategas r y K, curvas de rarefacción.  
 
ABSTRACT 
Spongospora subterranea f. sp. Subterranea is an obligated pathogen that replicates in 
potatoes roots and tubers. This pathogen causes the powdery scab disease of potato in 
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the main producing regions of the world, because there is not a completely effective and 
available control method against the disease, and due to the trading of infested seed 
tubers. This disease reduces plant growth, effective leaf area and yield up to a 40%. The 
biological control of soilborne pathogens using other microorganisms has been widely 
studied and it could have an important role on the control of potato diseases. Along this 
research, in a first study, culture media were prepared for isolation and diversity 
estimation of microorganisms from inside the roots, rhizosphere, tuber peel or bulk soil of 
potato plants (Solanum tuberosum var.Diacol Capiro). In a second study, in order to 
select potential biocontrol and plant growth-promoting bacteria, the collection of bacterias 
was tested for total indoles production and chitinases. Bacterias isolated from inside the 
roots and rhizosphere, showed the highest production of total indoles and chitinases 
compared to microorganisms isolates from tuber peel and bulk soil Finally, in the third 
study nine bacterial isolates at the extreme range of these PGPR activities were tested for 
its capacity to stimulate excised tubers sprout length (Solanum tuberosum), it was found 
that most of the selected strains producing of total indoles, showed an increase in the 
length of the tubers sprouts. In parallel study in the greenhouse, ten bacterial isolates at 
the extreme range of these PGPR activities were tested for its capacity promote potato 
plantlets growth and biocontrol in a soil heavily infested with Spongospora subterranea; it 
was found that two isolates showed plant growth promotion and some potential biocontrol 
or mitigation of the disease. In general, these results suggest a great potential for the 
selection of biocontrol microorganisms and the development of bioproducts from local 
microbial resources.     
 
Keywords: Biodiversity, strategist r/K, rarefactions curves  
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 1. INTRODUCCIÓN 
La papa (Solanum sp.) es uno de los principales cultivos de importancia a nivel mundial. 
Por su valor nutricional ocupa el cuarto puesto de importancia después del trigo, el maíz 
y el arroz (Gebhardt y Valkonen, 2001). Sólo el 6 % de la producción mundial de este 
cultivo alcanza los mercados internacionales, porque la papa es voluminosa y 
perecedera. La mayor parte de la producción se negocia en mercados regionales, donde 
pequeños agricultores y consumidores de bajos ingresos son particípes del proceso de 
implementación de precios; esto hace de la papa un producto importante para la 
seguridad alimentaria, como lo refleja el aumento de la producción en el tercer mundo, 
donde ya alcanza el 50% de la producción mundial (Prakash, 2008).  
 
La sarna polvosa de la papa es una enfermedad causada por el microorganismo 
Spongospora subterranea  f. sp. Subterranea, que se reproduce en raíces y tubérculos 
(Harrison et al., 1997; van de Graaf et al., 2007), disminuyendo la producción y calidad de 
los tubérculos hasta en un 40% (Merz y Falloon, 2009; Gilchrist et al., 2009, 2011). 
Desde su descubrimiento en 1841 en Braunschweig, Alemania, esta enfermedad se ha 
expandido por las principales zonas de producción de papa en todo el mundo, debido al 
comercio internacional de tubérculos semilla infectados y a la falta de tratamientos 
efectivos (Figura 1) (Harrison et al., 1997, Merz, 2008). En 1891 y 1913 fue identificada 
en Suramérica y Norteamérica, respectivamente (Harrison et al., 1997). En Colombia y 
en particular en Antioquia es conocida desde 1937 (Castaño, 1978). 
 
 
Figura 1. Países donde se ha reportado la enfermedad (Wale, 2000). 
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Según la Cadena Agroalimentaria de la papa de Colombia, en el país la sarna polvosa 
está dentro de los siete principales problemas fitosanitarios en zonas productoras de este 
cultivo (Cevipapa, 2010). Causa daños directos sobre raíces y tubérculos e indirectos al 
transmitir el virus mop top de la papa (PMTV) (por sus siglas en ingles potato mop top 
virus) (Jones y Harrison, 1969; Harrison et al., 1997; Andersen et al., 2002; Montero-
Astúa y Vasquéz, 2008; Merz y Falloon, 2009), y puede favorecer la entrada de otros 
microorganismos patógenos u oportunistas a los tubérculos (Karling, 1942; Falloon, 
2008).  La infección por S. subterranea disminuye el área de intercambio de las raíces 
(Harrison et al., 1997), lo que afecta el crecimiento de la planta y disminuye el área foliar 
efectiva, reduciendo la translocación de nutrientes hacia los tubérculos (Estrada, 1999) y 
finalmente reduce la producción (Gilchrist et al., 2009, 2011). 
 
Hasta el momento no se ha identificado un tratamiento efectivo contra la enfermedad ya 
que las estructuras de resistencia, llamadas quistosoros, pueden  permanecer latentes en 
el suelo y mantener el potencial de infección hasta por 10 años, limitando la capacidad de 
producción del lote o región (Harrison et al., 1997; Merz et al., 2005). 
 
Algunos investigadores (Nielsen y Larsen, 2004) indican que los agentes de control 
biológico tienen un potencial para reducir la actividad de S. subterranea, posiblemente a 
través de efectos sobre la viabilidad de los quistosoros o las zoosporas. Sin embargo, la 
eficacia del control biológico de la sarna polvosa en el campo aún no se ha demostrado. 
Los microorganismos podrían tener efectos indirectos en la enfermedad mediante la 
inducción de reacciones de respuesta en las plantas contra el ataque de patógenos, o 
tener efectos directos sobre el desarrollo de patógenos mediante relaciones antagónicas 
o parasíticas (Van Loon et al., 1998). Pero es poco probable encontrar esas dos 
actividades de biocontrol en un solo grupo de organismos, ya que el suelo, la rizósfera y 
el interior de las raíces representan nichos para organismos funcionalmente diferentes. 
 
En el presente trabajo se realizó una colección de microorganismos a partir de suelo, 
suelo rizosférico, raíces y tubérculos de unas plantas de papa. Esos microorganismos se 
caracterizaron por su producción de indoles totales y quitinasas, características 
comúnmente asociadas al potencial biocontrolador. Finalmente en el laboratorio se 
evaluaron microorganismos productores de indoles totales por su capacidad para 
estimular la velocidad de germinación de tubérculos de papa. En una prueba paralela se 
Selección y evaluación de microorganismos promisorios para el biocontrol 
del patogeno Spongospora subterranea 
3 
 
evaluaron 10 de los aislamientos por su potencial para promover crecimiento vegetal y 
controlar el patógeno obligado S. subterranea.  
 
2. MARCO TEÓRICO 
2.1 Aspectos generales de Spongospora 
subterranea 
 
La sarna polvosa de la papa es causada por el patógeno Spongospora subterranea f. sp. 
Subterranea que infecta raíces y tubérculos y presenta lesiones superficiales llamadas 
agallas y pústulas, respectivamente (Harrison et al., 1997; van de Graaf et al., 2007). 
Este patógeno disminuye la producción y calidad de los tubérculos, reduciendo las 
posibilidades de mercado nacional e internacional (Merz y Falloon, 2009) y facilitando la 
entrada de otros patógenos y microorganismos oportunistas como el virus mop top de la 
papa (PMTV)  (Karling, 1942; Montero-Astúa y Vasquéz, 2008; Falloon, 2008). 
 
El agente causal de la sarna polvosa de la papa es el protozoario Spongospora 
subterranea (Wallr.) Lagerh. f. sp. subterranea Tomlinson (S. subterranea) pertenece al 
orden Plasmodioforales del filo Cercozoa (Braselton, 1995; Harrison et al., 1997). Los 
miembros de este orden se caracterizan por presentar un estado vegetativo, generan un 
plasmodio multinucleado, tienen zoosporas biflageladas y estructuras de resistencia 
(Schwartz, 1914; Jhonson, 1914). 
 
Los miembros de los Plasmodioforales que causan pérdidas económicas son 
Plasmodiophora brassicae Woronin de las coles (Moller y Harling, 1996); Polymyxa 
graminis Ledingham en cereales y pastos; Polymyxa betae Keskin en remolacha 
azucarera (Beta sp.) (Ward y Adams, 1998); Spongospora subterranea (Wallr). Lagehr 
forma especial nasturtii Tomlison en berro (Sheridan et al., 2001) y S. subterranea (Wallr) 
Lagehr forma especial subterranea Tomlinson que causa la sarna polvosa de la papa 
(Solanum sp.) (Harrison et al., 1997).  
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Spongospora subterranea f. sp. subterranea es clasificado por Harrison y colaboradores 
(1997) de la siguiente forma: 
Reino:        Protozoa 
Clase:         Plasmodiophoromycete 
Orden:        Plasmodiophorales 
Familia:      Plasmodiophoraceae 
Género:      Spongospora 
Especie:     Spongospora subterranea   
 
Poco se sabe sobre la variabilidad genética de este patógeno o sobre la recombinación 
sexual en su ciclo de vida. Se asume que los quistosoros son el producto de una 
recombinación sexual, pero no ha sido demostrado (Merz y Falloon, 2009).  Harrison y 
colaboradores (1997) realizaron una aproximación al ciclo de vida de S. subterranea, el 
ciclo de vida comienza cuando las zoosporas biflageladas penetran con la ayuda de un 
aparato único en los Plasmodiophorales llamado “rohr” y “stachel” (Merz, 2008) en la raíz 
o en el tubérculo. Una vez en el interior de las células vegetales, las zoosporas presentan 
una división nuclear cruciforme que origina un plasmodio multinucleado, luego se forman 
zoosporangios que generan zoosporas secundarias que pueden diseminar la infección 
hacia otras raíces, estolones y tubérculos, o pueden agruparse y formar estructuras de 
resistencia llamadas quistosoros. Las células del hospedero se agrandan por la 
acumulación de los quistosoros y forman agallas en las raíces o pústulas en los 
tubérculos (Figura 2).  
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Figura 2. Ciclo de vida de Spongospora subterranea (Adaptado de Harrison et al., 1997). 
 
Spongospora subterranea tiene un amplio rango de hospederos, pero solo en algunos de 
ellos completa su ciclo de vida hasta la producción de quistosoros. Los mejores 
hospederos son los miembros de las familias Solanaceae y Chenopodiaceae, pero los 
quistosoros solo se presentan en las Solanaceae (Merz y Falloon, 2009).  Dentro de la 
familia de las solanáceas se destaca el género Solanum porque en ellos se reproduce el 
patógeno y forma quistosoros (Qu y Christ, 2006). En papa, S. subterranea se replica en 
raíces, estolones y tubérculos (Merz y Falloon, 2009). 
 
2.2  Control de la enfermedad 
 
El uso de semilla libre del patógeno es la mejor opción si se cuenta con suelos libres de 
esté, ya que la semilla infectada es la principal fuente de dispersión del protozoo. Sin 
embargo, una semilla certificada no garantiza plenamente que está libre de patógenos 
(Harrison et al., 1997; Merz y Falloon, 2009). 
 
En el control químico de la sarna polvosa se ha utilizado un gran número de productos 
como óxido de cinc, ácido fosfórico, ácido bórico, que pueden reducir la infección en 
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tubérculos infectados, sobre todo en las primeras etapas de la enfermedad o como 
tratamientos presiembra, pero el tratamiento con estos productos a veces implica altos 
costos que no justifican su uso (Falloon et al., 1996; Harrison et al., 1997; Jan et al., 
2002).   El químico fluazinam ha mostrado el mejor control cuando se aplica en las 
semillas infectadas, pero ha presentado problemas fitotóxicos (Harrison et al., 1997; Merz 
y Falloon, 2009). Dado que el tratamiento de la semilla es una técnica preventiva hay que 
tener en cuenta el grado de infección del suelo. Para la reducción del inóculo en el suelo, 
se han implementado tratamientos con fungicidas como fumigación con metano de sodio 
y adición de óxido de cinc o sulfato de cinc al agua de irrigación, el fluazinam y la 
flusulfamida han sido efectivos en la reducción de la enfermedad en suelos infectados 
(Harrison et al., 1997; Falloon, 2008; Merz y Falloon, 2009). Sin embargo, éstos químicos 
no ofrecen una solución para el control de la sarna polvosa. En cuanto a los aspectos 
culturales, se debe evitar la diseminación del patógeno teniendo en cuenta la limpieza de 
los implementos y herramientas de trabajo, no sembrar en lotes con suelo infestado, 
utilizar semilla certificada o desinfectarla antes de la siembra (Harrison et al., 1997; Merz 
y Falloon, 2009). 
 
A la fecha se ha reportado el potencial biocontrolador del hongo Trichoderma sp.sobre el 
patógeno S. subterranea. Nilsen y Larsen (2004) encontraron reducción de la infección 
de raíces de tomate bajo condiciones de invernadero por el hongo Trichoderma 
harzinum. Hoyos y colaboradores (2008), encontraron promoción de crecimiento y 
reducción de la severidad en papa bajo condiciones de invernadero inoculando 
Trichoderma asperellum. Restrepo y colaboradores (2009) evaluaron los efectos de 
Trichoderma harzianum, de un producto comercial con micorrizas, Pseudomonas 
fluorescens o viruta de pino sobre el control de la sarna polvosa y encontraron que todos 
los tratamientos redujeron la incidencia y la severidad de la enfermedad en raíces y 
tubérculos de papa en condiciones de campo, pero no presentaron estimulación del 
crecimiento vegetal ni aumentaron la producción.    
 
2.3 Control biológico de patógenos 
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La producción agrícola es cada vez más dependiente del uso de agroquímicos, pero los 
efectos negativos de los pesticidas y químicos en el medio ambiente y la salud humana 
han promovido la investigación en nuevas alternativas de control amigables con el medio 
ambiente, la flora y la fauna. El control biológico ha sido considerado como una vía 
complementaria para reducir el uso de químicos en la agricultura (Gerhardson, 2002; 
Compant  et al., 2005; Paul,  2007; van der Heijden et al., 2008) 
 
Algunas bacterias de la rizósfera pueden estimular el crecimiento vegetal y mejorar la 
productividad y resistencia de plantas a condiciones de estrés biótico y abiótico, estas se 
conocen como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (por sus siglas 
en inglés, Plant growth promoting rhizobacteria), término definido por Kloepper en 1989. 
A nivel general, las bacterias del suelo que causan un efecto positivo en el desarrollo 
vegetal  pueden denominarse bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (por 
sus siglas en inglés, plant growth promoting bacteria). Se han reportado más de 24 
géneros y se han identificado un gran número y variedad de bacterias que presentan 
actividad biocontroladora o estimuladora de crecimiento vegetal (Kim et al., 2011). Las 
PGPB están asociadas a muchas especies de plantas y están presentes en muchos 
ambientes, pueden encontrarse en la rizósfera, la superficie de las hojas, tallos, 
tubérculos o en el interior de la raíz u otros órganos de la planta (Kloepper, 1989; Van 
Loon et al., 1998; Compant et al., 2005; Pinton et al., 2007; Ryan et al., 2008; Martínez-
Viveros et al., 2010). 
 
En el control biológico de patógenos, la planta puede verse favorecida por los 
microorganismos empleados, que generan un efecto positivo en el crecimiento y 
desarrollo vegetal (Paul,  2007; van der Heijden et al., 2008). Los mecanismos de acción 
de las PGPB pueden ser directos o indirectos, los mecanismos directos permiten el 
crecimiento de las plantas aumentando la cantidad de hormonas de crecimiento o la toma 
de nutrientes por medio de la fijación de nitrógeno, la solubilización de nutrientes como el 
fosfato o el hierro y la producción de fitohormonas como auxinas, giberelinas y 
citoquininas. Los mecanismos indirectos permiten la competencia por un nicho ecológico 
o nutrientes con los agentes fitopatógenos y por lo tanto disminuyen el riesgo de 
enfermedad y de deterioro vegetal, estos mecanismos son la producción de enzimas 
líticas, la colonización de la rizósfera, la producción de antibióticos y la resistencia 
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sistémica inducida (Compant  et al., 2005; Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007; 
Paul,  2007;  van der Heijden et al., 2008). 
 
A pesar del gran potencial y el bajo costo, el uso de las PGPB se ha dificultado debido a 
las inconsistencias en pruebas de campo, lo que generalmente se atribuye al éxito del 
establecimiento del microorganismo y a la competencia presentada por la microbiota 
nativa, por lo que el éxito del establecimiento de las bacterias introducidas depende de la  
manera de selección de las PGPB ya que deben adaptarse posteriormente al suelo, a la 
planta y a las condiciones del cultivo (Compant et al., 2005; Paul, 2007; Martínez-Viveros 
et al., 2010). 
 
2.4 Producción de ácido indol acético (AIA) 
 
Las fitohormonas juegan un papel importante en la regulación del crecimiento y el 
desarrollo de la planta de manera espacial y temporal. Las fitohormonas contribuyen a la 
coordinación de diversos procesos fisiológicos en la planta, como la regulación de la 
senescencia, la floración, la germinación de semillas, la formación y ramificación de 
raíces y la maduración del fruto. También pueden incrementar la resistencia a factores 
ambientales, inducir o suprimir la expresión de genes y participar en la síntesis de 
enzimas, pigmentos y metabolitos (Tsavkelova  et al., 2006; Martínez-Viveros et al., 
2010). 
 
De acuerdo con la clasificación convencional hay un grupo de cinco fitohormonas: 
auxinas, etileno, ácido abscísico, citoquininas y giberelinas. El ácido indol acético (AIA) 
es la fitohormona más común,  mejor caracterizada y la auxina fisiológicamente más 
activa en las plantas. El AIA es responsable de la división, expansión y diferenciación de 
las células y los tejidos de las plantas y puede estimular la elongación de las raíces 
(Dobbelaere et al.,  2003; Tsavkelova et al., 2006; Martínez-Viveros et al., 2010). Aunque 
el AIA exhibe una gran actividad, las plantas contienen otras auxinas, la mayoría 
derivadas del AIA (con estructura similar), estos indoles pueden ser precursores o 
productos de la transformación del AIA (Tsavkelova et al., 2006). La habilidad de producir 
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AIA ha sido detectada en muchas rizobacterias también como en patógenos, 
microorganismos simbióticos y bacterias de vida libre.  
 
La inoculación con PGPB productoras de AIA ha sido utilizada para promover el 
crecimiento vegetal, el desarrollo de raíces,  la germinación, la defensa contra 
fitopatógenos y la resistencia sistémica inducida (Tsavkelova et al., 2006; Martínez-
Viveros et al., 2010). Se ha reportado que el AIA es sintetizado a partir del triptófano; sin 
embargo, se ha propuesto que existen otros intermediarios necesarios para su síntesis, 
como el ácido indol 3-pirúvico, indol 3-acetaldoxima, indol 3-acetamina, indol 3-
acetonitrito, indol 3-acetaldehido o triptamina (Bialek et al., 1992; Dobbelaere et al., 2003; 
Martínez-Viveros et al., 2010).  
2.5 El papel de las quitinasas en el 
biocontrol 
 
Las enzimas líticas disuelven o dañan polímeros estructurales como quitina y β-1-3-
glucanos, y se espera que tengan un efecto adverso sobre el desarrollo de los hongos 
fitopatógenos, ya que poseen este tipo de polimeros en la pared celular (Michel-Aceves 
et al., 2005). La atención en la producción de quitinasas microbianas tiene un incremento 
reciente debido a su gran potencial de aplicación (Bhattacharya et al., 2007). Las 
quitinasas están involucradas también en el control biológico de insectos por 
mecanismos presumiblemente similares a los que se esperan para el control de los 
hongos fitopatógenos, debido a que son capaces de degradar estructuras vitales como la 
membrana de insectos o por la liberación de compuestos que desencadenan respuestas 
de defensa en la planta (Singh et al., 1999; Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007). 
 
La quitina es un polisacárido compuesto de unidades de N-acetilglucosamina que están 
unidas entre sí por enlaces β-1,4, y como la celulosa, tiene una función estructural y se 
encuentra en la pared celular de los hongos y en el exoesqueleto de muchos 
invertebrados. Las quitinasas o enzimas quitinolíticas son enzimas capaces de hidrolizar 
la quitina a monómeros de N-acetil glucosamina (GlcNAc) y los organismos quitinolíticos 
son capaces de degradar la quitina por hidrólisis de enlaces glucosídicos, esta enzima es 
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producida o liberada por plantas y microorganismos (Bhattacharya et al., 2007; Makoi y 
Ndakidemi, 2008). Registros de microorganismos capaces de producir enzimas líticas y 
ejercer biocontrol por este mecanismo incluyen hongos o bacterias como Trichoderma 
spp., Aeromonas, Enterobacter, Serratia, Paenibacillus sp., Streptomyces sp. Bacillus 
subtilis, Bacillus cereus, Trichoderma atroviride, Stenotrophomonassp., Serratia 
marcescens, Streptomyces viridodiasticus, Streptomyces halstedii, Micromonospora 
carbonacea (Inbar y Chet, 1991; Singh et al., 1999; Compant et al., 2005; Huang et al., 
2005; Joo, 2005; Liu et al., 2011; O'Kennedy et al., 2011). 
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3. OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar el potencial de estimulación de crecimiento vegetal y biocontrol sobre el 
patógeno Spongospora subterranea por microorganismos asociados a plantas de papa 
Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro. 
 
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
Caracterizar la comunidad microbiana asociada a raíces, rizósfera, tubérculos y suelo de 
plantas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro infectadas con Spongospora 
subterranea.  
 
Explorar el potencial promotor del crecimiento vegetal y biocontrolador de 
microorganismos asociados a plantas de papa variedad Diacol Capiro, según su 
capacidad de producción de indoles y quitinasas 
 
 
Determinar la capacidad  de promoción del crecimiento vegetal y biocontrol sobre 
Spongospora subterranea por microorganismos asociados a plantas de papa Solanum 
tuberosum variedad Diacol Capiro y seleccionados por su capacidad de producción de 
indoles y quitinasas. 
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4. Capítulo 1 
 
EVALUACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 
PARA LA CARACTERIZACIÓN DE LA 
COMUNIDAD MICROBIANA ASOCIADA A 
PLANTAS DE PAPA Solanum tuberosum 
VARIEDAD Diacol Capiro INFECTADAS 
CON Spongospora subterranea 
Juliana Soler Arango1, Elizabeth Gilchrist Ramelli1, Juan Carlos Pérez Naranjo1 
 
1 Universidad Nacional de Colombia, Laboratorio Microbiología del suelo, Grupo 
Sistemas Simbióticos 
RESUMEN 
 
La papa es uno de los principales cultivos a nivel mundial, y su producción se ve afectada 
por grandes pérdidas causadas por enfermedades y plagas. El control biológico de 
patógenos del suelo con microorganismos ha sido ampliamente estudiado y puede 
contribuir al control de enfermedades de la papa. Ya que los agentes de control biológico 
no se limitan a un grupo de microorganismos específicos y dada la diversidad de la 
microflora asociada a plantas, es necesario buscar nuevas alternativas para el estudio de 
la biodiversidad y el aislamiento de microorganismos efectivos. En esta investigación se 
aislaron microorganismos del interior de las raíces, la rizósfera, el suelo y la superficie de 
los tubérculos de unas plantas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro. Los 
medios de cultivo se prepararon unos a partir de raíz y otros de tubérculos del mismo 
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cultivo. También se utilizó un medio convencional como el Agar Nutritivo. Se analizó la 
distribución de la diversidad de los microorganismos en los diferentes sitios de 
aislamiento por curvas de rarefacción y se caracterizaron morfotipos de la comunidad con 
base en el concepto de estrategas r y K. La mayor diversidad de microorganismos se 
encontró en las muestras de suelo utilizando un medio preparado a partir de tubérculos, y 
en la rizósfera utilizando agar nutritivo. Se encontró que la diversidad y actividad de las 
poblaciones microbianas de suelo, tubérculo, rizósfera y raíz dependen del medio de 
cultivo utilizado para caracterizarlas, ya que se detectan diferentes estrategas r y K según 
la composición del medio de cultivo y el sitio de aislamiento.  
 
PALABRAS CLAVES: Biodiversidad, estrategas r y K, curvas de rarefacción.  
 
 
ABSTRACT  
 
Potato is a major crop worldwide, and its production process is affected by large losses 
caused by diseases and pests. The biological control of soilborne pathogens using other 
microorganisms has been widely studied and it could help in the control of potato 
diseases. Since biological control agents are not in a specific or restricted group of 
microorganisms and due to diversity of the microfolora associated to soil or plat roots, the 
search of new alternatives to study biodiversity and for the isolation of effective 
microorganisms is mandatory. In this research, types of culture media were tested in 
order to characterize and isolate microorganisms from inside the root, rhizosphere, tubers 
peel and bulk soil of potato plants (Solanum tuberosum var.Diacol Capiro). The culture 
media were prepared from roots and tubers of the same crops. A conventional media, 
such as nutrient agar was also used. The distribution of microorganisms’ diversity was 
analyzed in the different isolation sites, using rarefaction curves. Morphotypes of the 
community were also characterized based on the classical concept of r and K strategists. 
The highest diversity of microorganisms was found in soil samples using a medium 
prepared from local tubers, and in the rhizosphere using nutrient agar. It was found that 
the diversity and microbial population activity from the bulk soil, tuber peel, rhizosphere 
and inside the roots depended on the type of culture media used for characterize them, 
since different r and K strategists were detected, according to the culture media 
composition and the isolation site. The results suggest that by preparing new culture 
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media and isolated microorganisms in different areas of culture it is possible to discover 
more potential biocontrol isolates 
  
KEY WORDS: Biodiversity, r and K strategists, rarefaction.  
 
INTRODUCCIÓN 
 
La papa (Solanum sp.) es uno de los principales cultivos de importancia a nivel mundial. 
Por su valor nutricional, ocupa el cuarto puesto de importancia después del trigo, el maíz 
y el arroz (Gebhardt y Valkonen, 2001).  En Colombia, se estima que la producción 
nacional podría aumentar hasta las 3.500.000 toneladas si se disminuyen las pérdidas 
por enfermedades (Cevipapa, 2010). Numerosas enfermedades limitan la producción de 
papa, resultando en reducción del crecimiento de la planta, calidad del tubérculo y 
producción. La infección por Spongoapora subterranea disminuye la producción hasta un 
40% (Gilchrist et al., 2009, 2011) y a su vez afecta la calidad cosmética de los tubérculos 
(Merz y Falloon, 2009). El control biológico de patógenos del suelo por microorganismos 
ha sido ampliamente estudiado y puede llegar a tener una función muy activa sobre el 
control de enfermedades de la papa. Los agentes de control biológico no se limitan a un 
grupo de microorganismos específicos y dada la diversidad de los microorganismos del 
suelo es probable que los aislamientos potencialmente eficaces apenas hayan sido 
explorados (Weller, 1988). El conocimiento de la diversidad microbiana desde el interior 
de la raíz hasta el suelo podría ayudar a entender la ecología y función de los 
microorganismos asociadas al cultivo de la papa, y a plantear nuevas estrategias de 
manejo integrado de plagas y enfermedades.  
 
El termino biodiversidad describe el número de diferentes especies y su abundancia 
relativa en una comunidad dentro de un hábitat (Garbeva et al., 2004). El interés por la 
diversidad microbiana en diferentes hábitats del suelo se ha incrementado debido a que 
ésta puede ser la clave para la supresión de enfermedades de la planta y para mantener 
la salud y la estructura del suelo (van der Heijden el al., 2008). Comunidades de 
microorganismos benéficos en las raíces y el suelo pueden suprimir patógenos y 
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enfermedades, mejorar la nutrición de la planta, promover el crecimiento y aumentar la 
productividad  (Hill et al., 2000; Larkin, 2003; Garbeva et al., 2004; Kirk et al., 2004; Ryan 
et al., 2008; van der Heijden el al., 2008). Se han caracterizado diferentes comunidades 
microbianas asociadas a cultivos de papa, estas comunidades cambian dependiendo del 
regimen del cultivo y del estadio vegetativo (Larkin, 2003). Además la composición de las 
comunidades es diferente si se aislan de la rizósfera, de la filósfera, del interior de la raíz, 
del interior de la hoja, del interior del tallo o del interior de los tubérculos (Sturz et al., 
1999; Sessitsch et al., 2002; Berg et al., 2005; Paul, 2007). Es necesario entonces 
estudiar los diferentes microambientes dentro del cultivo y las interacciones microbianas, 
ya que en diferentes nichos, los miembros de cada comunidad podrían desempeñar 
papeles específicos relacionados con biocontrol de patógenos o promoción de 
crecimiento vegetal.  
 
Los métodos basados en ADN y ARN para identificar y estudiar microorganismos han 
indicado que las poblaciones microbianas parecen tener una variedad casi ilimitada de 
especies y subespecies, pero una clasificación taxonómica parece no ser relevante en 
términos ecológicos, por lo que es necesario un sistema de clasificación que defina la 
población microbiana en función de su ecología y del medio ambiente (De Leij et al., 
1994; Garbeva et al., 2004; Hill et al., 2000; Kirk et al., 2004; Wolfe y Klironomos, 2005). 
Tradicionalmente, los métodos para estudiar los microorganismos del suelo se han 
basado en su cultivo y aislamiento, para lo que se han diseñado gran variedad de medios 
de cultivo, que maximicen la recolección de grupos microbianos y aumenten la 
probabilidad de seleccionar posibles biocontroladores, especialmente al aislar 
microorganismos desde el mismo entorno en el que se utilizarán (Weller, 1988; Garbeva 
et al., 2004; Hill et al., 2000). Un problema básico al estudiar la diversidad microbiana es 
su gran variabilidad y su inmensa diversidad fenotípica y genética; se ha encontrado un 
nivel de diversidad muy alto inclusive entre colonias con el mismo morfotipo (Haldeman y 
Amy, 1993; Paul, 2007). Otra limitación al estudiar diversidad microbiana es que el suelo 
representa un ambiente muy heterogéneo para los microorganismos, que se exponen a 
condiciones abióticas y nutricionales que posiblemente cambian en escalas muy 
pequeñas, por lo que la estructura de las comunidades microbianas aparece muy 
heterogénea en escalas usuales de tiempo y espacio, haciendo difícil el muestreo 
homogéneo de las comunidades y la comparación entre ellas (De Leij et al., 1994; 
Garbeva et al., 2004; Hill et al., 2000; Kirk et al., 2004; Paul, 2007). Para entender la 
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diversidad y la distribución de los microorganismos se han desarrollado múltiples índices 
y métodos para documentar y analizar los patrones de biodiversidad en el medio 
ambiente, pero el uso de estos índices podría no ser apropiado o no dar información 
ecológica o funcional (De Leij et al., 1994; Toro, 2004; Watve y Gangal, 1996). Las 
curvas de rarefacción permiten comparar la riqueza observada entre ambientes que no 
necesariamente se muestrearon homogéneamente. Una curva de rarefacción se obtiene 
al relacionar el número acumulado de cada morfotipo con el número de observaciones 
realizadas sobre la muestra (Gliessman, 2002; Kowalchuk et al., 2004).   
 
Las comunidades también pueden ser caracterizadas metabólicamente con base en su 
velocidad de desarrollo, para lo que se ha propuesto la clasificación como estrategas r y 
K. Los miembros de una población r crecen a su tasa máxima de incremento y dominan 
en ambientes ricos en nutrientes, generalmente tienen un metabolismo ineficiente, no 
degradan sustratos recalcitrantes y suelen ser sensibles a toxinas del ambiente. 
Comparados con estrategas r, los estrategas K tienen una tasa de incremento muy baja y 
casi imperceptible, un metabolismo mucho más eficiente y son capaces de utilizar 
sustratos recalcitrantes como la celulosa, la lignina y la quitina. También suelen ser 
menos afectados por las toxinas del ambiente (De Leij et al., 1994; Di Mattia et al., 2002; 
Vaun McArthur, 2006; Paul, 2007; Jeschke et al., 2008). Una población con selección K 
vive en un ambiente con pocas fluctuaciones ambientales lo que lleva a que se 
establezca una población abundante y de tamaño aproximadamente constante, es una 
población con reproducción lenta que hace una mayor inversión en sobrevivir y no en 
reproducirse. Mientras que una población con selección r vive en un ambiente variable e 
inestable y es una población con alta inversión en la reproducción (De Leij et al., 1994; 
Begon et al., 2006). 
 
Ya que la papa es uno de los principales cultivos a nivel mundial y nacional, y su 
producción es altamente limitada por varios patógenos del suelo para los que no se 
dispone de control efectivo, se realizó una colección de microorganismos asociados a 
plantas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro creciendo en un campo 
comercial y con síntomas de Spongospora subterranea. Esto permitió entender la 
distribución de microorganismos a través de diferentes microhábitats del cultivo, como 
dentro de la raíz, en la rizósfera, en la superficie de los tubérculos y el suelo. Para ello se 
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utilizaron medios convencionales, como el agar nutritivo, y no convencionales como los 
preparados con extracto de raíz o tubérculos locales. Se realizó una caracterización 
microbiana basada en el concepto de estrategas r y K y se analizó la diversidad de las 
comunidades en cada microhábitat a partir de  curvas de rarefacción. Bajo esta 
perspectiva se podría acelerar la búsqueda de microorganismos mas adaptados y 
competitivos en el mismo ambiente en que se usarán, eficientes para actividades de 
biocontrol de patógenos y promoción de crecimiento de plantas de papa. 
 
 
MATERIALES Y METODOS 
 
El muestreo se llevó a cabo en un área aproximada de una hectárea de un cultivo de 
papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro, sembrado en un suelo tipo Andisol, en 
la vereda La Madera del municipio de la Unión en el departamento de Antioquia, 
Colombia, ubicado a 5° 58′ 0″ N 75° 21′ 0″ O, a una altura de 2.500 msnm y con una 
temperatura promedio de 13°C. Para la preparación de los medios y el aislamiento de los 
microorganismos se muestrearon nueve plantas al azar, de las que se tomaron raíces 
(raíz principal y raíces finas), suelo adherido a las raíces (suelo rizosférico), suelo y 
tubérculos. Las plantas muestreadas estaban en floración, estadío principal 6 (Meier, 
2001) y las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento posterior.  
Preparación de medios de cultivo y aislamiento de microorganismos 
 
El aislamiento de los microorganismos se realizó en cuatro medios de cultivo: agar 
nutritivo (AN), papa glucosa agar (PGA) y agar extracto de raíz a dos concentraciones 
(ER1 y ER2). Para preparar el agar nutritivo se disolvieron 10 g de agar nutritivo y 6 g de 
agar agar en 1000 ml de agua destilada y se esterilizó en autoclave 20 min a 121°C. El 
agar papa glucosa se preparó hirviendo 200 g de papa Solanum tuberosum variedad 
Diacol Capiro (con cáscara y cortada en cubos pequeños) en 1000 ml de agua destilada 
por 10 min, se filtró y se llevó a  1 l con agua destilada, se añadieron 20 g de agar y 20 g 
de glucosa y se esterilizó en autoclave 20 min a 121°C. Se prepararon dos medios de 
agar extracto de raíz, con dos concentraciones diferentes de extracto, ER1 con 1 g/l de 
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raíz y ER2 con 10 g/l de raíz. Los medios agar extracto de raíz se prepararon con 15 g de 
agar, 1 g de sacarosa comercial, 0.5 g de K2HPO4, 990 ml de agua destilada y se 
esterilizó en autoclave 20 min a 121°C; al medio ER1 autoclavado se le agregaron 10 ml 
de extracto de raíz a la concentración 1 g/l de raíz y al medio ER2 autoclavado se le 
agregaron 10 ml de extracto de raíz a la concentración 10 g/l de raíz. Para preparar el 
extracto de raíz se esterilizó previamente la superficie de la raíz con etanol al 70 % por 
30 seg, luego en hipoclorito de sodio al 5 % por 3 min, se lavó exhaustivamente con agua 
estéril, se sacaron las raíces con pinzas y se secaron con papel toalla estéril, se  pesaron 
1 y 10 g de raíces desinfectadas y se licuaron con 1000 ml de agua destilada estéril y se 
filtraron a través de una membrana de 0.2µm hasta obtener 10 ml de extracto de raíz y 
añadirlo al medio recién autoclavado. 
 
 
Aislamiento de microorganismos 
 
Se aislaron microorganismos a partir de raíz, suelo rizosférico, suelo y tubérculos. Antes 
de aislar los microorganismos se homogeneizaron las muestras provenientes de las 
nueve plantas muestreadas, se separó el suelo rizósferico de las nueve plantas y se 
mezcló, se mezclaron los suelos de las nueve plantas y se cortaron trozos de raíces de 
todas las plantas y se mezclaron. Los microorganismos de suelo y suelo rizosférico se 
aislaron transfiriendo 1 g  de suelo a un tubo con 9 ml de agua estéril, se mezcló y se 
transfirieron 100 µl a un tubo con 9,9 ml de agua estéril (dilución 1). Para aislar los 
microorganismos de la raíz primero se removió el suelo adherido y se lavaron con agua 
corriente, se pesaron 3 g y se esterilizaron por inmersión en etanol al 70 % por 30 seg, 
luego en hipoclorito de sodio al 5 % por 3 min, y finalmente se realizaron lavados 
sucesivos con agua destilada estéril y un secado en papel toalla estéril; se maceraron las 
raíces en 3 ml de agua destilada estéril y se transfirió 1 ml del macerado a un tubo con 9 
ml de agua estéril, se mezcló y se transfirieron 100 µl a un tubo con 9,9 ml de agua 
estéril (dilución 1). Para aislar los microorganismos de los tubérculos, se lavó la superficie 
de las cáscaras de papa tomadas al azar (con síntomas y sin síntomas de la 
enfermedad) con agua destilada estéril, se maceraron 3 g de cáscara en 3 ml de agua 
destilada estéril y se transfirió 1 ml del macerado a un tubo con 9 ml de agua estéril, se 
mezcló y  se transfirieron 100 µl a un tubo con 9,9 ml de agua estéril (dilución 1). Se 
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transfirieron 20 µl de las diluciones 1 de suelo, rizósfera, raíz y tubérculo a cajas de petri 
con cada medio de cultivo por triplicado y se distribuyeron uniformemente con espátula 
Digralsky. La incubación se realizó a temperatura ambiente y en oscuridad y se revisó el 
crecimiento diariamente para registrar el número de unidades formadoras de colonias 
(UFC) (individuos) y su morfología (morfotipos) durante 3 días. El conteo de bacterias se 
utilizó para caracterizar la comunidad en base al concepto de estrategas r y K; mientras 
que el conteo total, tanto hongos como bacterias, se utilizó para caracterizar la 
comunidad mediante las curvas de rarefacción. 
 
Análisis de la comunidad bacteriana  
 
Se caracterizó la comunidad bacteriana con base en el concepto de estrategas r y K. Las 
colonias bacterianas fueron enumeradas cada día durante tres días, teniendo en cuenta 
el día de aparición de las colonias. El número de colonias fue expresado en proporción 
(%) del conteo total para poder comparar las diferentes zonas de aislamiento y medios de 
cultivo utilizados. Se consideró como estrategas r los individuos que aparecieron a las 24 
h y como K a los que aparecieron a las 48 y 72 h. Los datos que presentaron distribución 
normal fueron analizados por ANOVA y se les realizó una prueba de Tukey para 
comparar las medias de los grupos. Los datos que no cumplieron los supuestos de 
normalidad y homocedasticidad se describieron por diagrama de medias con los errores 
estándar para analizar la dispersión de los datos dentro de las repeticiones. Se contaron 
todas las cajas independiente de si aparecieron más de 200 UFC.  
 
Análisis de la comunidad microbiana 
 
Para el estudio de la distribución de la comunidad microbiana, hongos y bacterias en las 
diferentes zonas de aislamiento, se obtuvieron curvas de rarefacción en el software libre 
EstimateS, según el número de morfotipos y de individuos por morfotipos en cada medio 
y zona de muestreo. En las curvas de rarefacción los intervalos de confianza del 95% 
para las observaciones, permiten comparar la riqueza observada entre las muestras. El 
rango de los intervalos de confianza incrementa al aumentar el número de individuos con 
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morfotipos escasos en la muestra, es decir un morfotipo con pocos o solo un individuo; 
mientras que el rango de este intervalo disminuye al aumentar el número de individuos 
con morfotipos que tienen muchos individuos (Gliessman, 2002; Kowalchuk et al., 2004).  
 
RESULTADOS 
 
Se obtuvieron 106 aislmaientos en total, 28 hongos y 78 bacterias; 26 aislados a partir de 
raíz, 23 de la rizósfera, 28 tubérculo y 31 de suelo. La morfología de las UFC o individuos 
varió dependiendo del medio de cultivo empleado para el aislamiento de los 
microorganismos a partir de suelo, tubérculos, rizósfera y raíz. De todas las zonas de 
muestreo se aislaron tanto hongos como bacterias. Se presentó una gran diversidad de 
morfotipos en el agar nutritivo (AN) y en el agar papa glucosa (PGA) con formas, 
tamaños, texturas y colores muy variados; mientras que en el agar con extracto de raíz 
(ER1 y ER2), las morfologías de las colonias fueron muy parecidas (bacterias blancas o 
crema, pequeñas o medianas, y de textura mucosa) y se aislaron muy pocos hongos con 
estos medios (Figura 1). Los aislamientos de raíz presentaron una morfologia muy 
parecida independiente del medio de cultivo utilizado. Los morfotipos aislados en los 
medios con extractos de raíz no se presentaron en los demás medios de cultivo, mientras 
que el agar nutritivo y el agar papa glucosa tenían morfotipos en común.   
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Figura 1. Apariencia general de colonias aisladas de suelo, tubérculo, rizósfera y raíz de 
unas plantas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro creciendo en agar ER1 
(Extracto de raíz concentración 1), ER2 (Extracto de raíz concentración 2),  PGA (papa 
glucosa agar) y AN (Agar nutritivo). 
 
Los datos de aparición del número de colonias o individuos de bacterias en cada tiempo 
de observación presentaron una gran variabilidad entre repeticiones, por lo que se 
usaron solo estadísticos descriptivos para el análisis de datos. La Figura 2 presenta las 
medias y el error estándar como medidas de variabilidad entre las repeticiones. A 
diferencia de la metodología propuesta anteriormente por de De Leij y colaboradores 
(1994) para determinar proporciones de estrategas r y K, aquí se realizó un conteo total 
de las colonias y no se restringió el conteo a cajas petri que tenían solo entre 5 y 200 
UFC, ya que en general para todas las zonas de muestreo y medios de cultivo se 
observaron más de 200 UFC. 
 
La detección de bacterias con estrategias r y K asociados a plantas de papa dependió del 
medio de cultivo utilizado, dominando los individuos con estrategia K en los medios 
preparados a partir de extracto de raíz y papas locales (ER1, ER2 y PGA). La mayor 
frecuencia de individuos con estrategia K se presentó en muestras de raíz y utilizando la 
menor concentración del extracto de raíz en el medio (ER1), el 99% de los aislamientos 
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aparecieron a las 72 horas (Figura 2). En el agar nutritivo que representa un medio más 
rico en nutrientes se observó una mayor proporción de individuos con estrategia r y una 
menor proporción de aquellos con estrategia K, independiente de la zona de aislamiento. 
No hay gran diferencia en el número medio de individuos entre las diferentes zonas de 
aislamiento que aparecieron a las 24, 48 y 72 h en este medio (Figura 2). 
 
En el suelo se presentó una tendencia similar en la distribución de individuos con 
estrategias r y K en los medios de cultivo con extractos de raíz y de papa, presentándose 
alta frecuencia de estrategas K. En los tubérculos se presentó una distribución casi 
uniforme de los estrategas r y K al usar medios de cultivo con extracto de raíz y agar 
nutritivo y fue diferente para el medio con papa y glucosa, donde aumentó el número de 
estrategas r (Figura 2).   En la rizósfera y la raíz se presentó la mayor variación en la 
distribución de estrategas r y K según el medio de cultivo utilizado,  la raíz presentó 
mayor frecuencia de estrategas K en los medios con extracto de raíz y de papa, pero no 
en el agar nutritivo; mientras que la rizósfera presentó mayor frecuencia de estrategas r 
en los medio con extracto de raíz y en el agar nutritivo pero no en el medio con extracto 
de papa (Figura 2). 
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Figura 2. Distribución de individuos con estrategias r y K en la comunidad bacteriana (% 
Individuos) de suelo ( ), tubérculo ( ), rizósfera ( ) y raíz ( ) de plantas de papa 
Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro cultivada en varios medios de cultivo (ER1 
(Extracto de raíz concentración 1), ER2 (Extracto de raíz concentración 2), AN (Agar 
nutritivo) y PGA (papa glucosa agar). Las líneas sobre las barras representan el error 
estándar (4 observaciones). 
 
Las curvas de rarefacción se realizaron con el número de morfotipos y de individuos de la 
comunidad microbiana, hongos y bacterias, a las 72 h de incubación en los diferentes 
medios de cultivo. Una mayor riqueza está representada por un mayor número de 
morfotipos, la mayor riqueza se encontró en el suelo utilizando el medio elaborado a 
partir de papa (PGA), seguido de la rizósfera y los tubérculos en agar nutritivo (AN). En 
general el mayor número de individuos de todas las zonas de aislamiento se presentó en 
los medios con extractos de raíz (Figura 3), sin embargo, en estos medios se presento 
una bajo número de morfotipos. 
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Figura 3. Curvas de rarefacción que indican la biodiversidad de microorganismos, 
hongos y bacterias, aislados a partir de suelo, tubérculos, rizósfera y raíz de un cultivo de 
papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro, a las 72 h de incubación en diferentes 
medios de cultivo (agar papa glucosa (PGA), agar nutritivo (AN) y agar con 1 g/l de 
extracto de raíz (ER1) y 10 g/l de extracto de raíz (ER2)). Las curvas expresan el número 
de morfotipos observados (riqueza) según el número de individuos (UFC) totales en la 
muestra. Las barras alrededor de los puntos representan un intervalo de confianza del 
95%, obtenido de 1000 permutaciones. 
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DISCUSIÓN 
 
Se realizó una colección de microorganismos asociados a plantas de papa Solanum 
tuberosum variedad Diacol Capiro con sintomas de Spongospora subterranea, se 
obtuvieron 106 aislamientos, 28 hongos y 78 bacterias; 26 morfotipos aislados a partir de 
raíz, 23 de la rizósfera, 28 tubérculo y 31 de suelo (Figura 1). La distribución y la 
caracterización de las poblaciones microbianas de suelo, tubérculo, rizósfera y raíz 
dependieron del medio de cultivo utilizado.  
 
La morfología de los individuos varió dependiendo del medio de cultivo empleado para el 
aislamiento de los microorganismos. Se presentó una gran diversidad de morfotipos en el 
agar nutritivo y en el agar papa glucosa, mientras que en el agar con extracto de raíz las 
morfologías de las colonias fueron muy parecidas y se aislaron muy pocos hongos con 
estos medios (Figura 1). Los morfotipos aislados en los medios con extractos de raíz no 
se presentaron en los demás medios de cultivo, mientras que el agar nutritivo y el agar 
papa glucosa tenían morfotipos en común. 
 
Para caracterizar la comunidad bacteriana con base al concepto r y K se utilizaron 
métodos de cultivo en diferentes medios y conteo diario de colonias, donde la tasa de 
crecimiento y la capacidad de crecer utilizando diferentes fuentes de carbono como 
sustrato son características que se utilizaron para diferenciar entre tipos de estrategias 
metabólicas. Idealmente, el crecimiento debe ser probado contra más características, 
como la capacidad de crecer en condiciones de hacinamiento y la sensibilidad a una 
serie de sustancias inhibidoras (De Leij et al., 1994). Los medios con extracto de raíz 
fueron dominados por estrategas K, individuos capaces de crecer con fuentes de carbono 
que no son fácilmente degradables, con tasas de crecimiento lento (el 99% de los 
morfotipos de la raíz aparecieron a las 72h) y con una gran número de individuos (Figura 
2). Como lo muestra el crecimiento asintótico de las curvas de rarefacción para los 
medios con extracto de raíz, en estos medios se presentó una baja riqueza, con bajo 
número de morfotipos y alto número de individuos, posiblemente debido a que son pocos 
los microorganismos capaces de crecer utilizando las fuentes de carbono que provee la 
raíz que posiblemente no son fáciles de degradar, como la lignina y la celulosa. Sin 
embargo, es importante determinar los componentes exactos de las raíces y su influencia 
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en el crecimiento de los microorganismos asociados a ella (Figura 3). El concepto de r y 
K se basa en la idea de que diferentes entornos deben seleccionar diferentes estrategias 
metabólicas. En general, los estrategas r son característicos de un entorno inestable y 
rico en nutrientes, en este caso como la rizósfera; mientras que los estrategas K son 
característicos de ambientes estables y buenos en la explotación de los recursos en 
condiciones de hacinamiento, en nuestro caso el interior de la raíz (De Leij et al., 1994; 
Vaun McArthur, 2006; Paul, 2007; Jeschke et al., 2008). La colonización de la raíz por 
estrategas K, independiente del medio de cultivo utilizado para el aislamiento de los 
microorganismos, se puede deber a que la raíz proporciona un ambiente muy estable, 
uniforme y protegido, a diferencia de la rizósfera, donde los microorganismos están 
expuestos a condiciones extremas ambientales como la temperatura, el potencial 
osmótico y la competencia (Hallmann et al., 1997). De Leij y colaboradores (1994), 
caracterizaron la comunidad microbiana de raíces y suelos asociados a un cultivo de trigo 
basándose en el concepto de estrategas r y K. Encontraron que la dinámica poblacional 
cambió a través del tiempo, dependiendo del estadío de crecimiento de la planta, las 
raíces jóvenes estaban dominadas por estrategas r debido a que sus exudados son ricos 
en azúcares simples y amino ácidos, y al madurar las raíces estaban dominadas por 
estrategas K, debido a que éstas proporcionan un ambiente estable con una capacidad 
de carga microbiana máxima, donde las poblaciones microbianas tienen que competir por 
fuentes de carbono más recalcitrantes. Mientras que las poblaciones bacterianas del 
suelo pasaron de ser dominadas de K a r, debido a la influencia de las raíces maduras 
que enriquecen el suelo haciendo un ambiente apropiado para los estrategas r. En este 
estudio, las raíces estuvieron dominadas por estrategas K, estas raíces fueron 
muestreadas de plantas en floración, posiblemente en este estado las raíces ya se 
encuentren maduras en cuanto a las condiciones que proporciona para la selección de 
estrategas K. En el suelo se obtuvo mayor proporción de estrategas r en el medio agar 
nutritivo, lo que coincide con la teoría de De Leij y colaboradores (1994), donde los 
estrategas r aprovechan la descomposición de las raíces. El PGA y el AN son medios 
enriquecidos apropiados para los microorganismos del suelo y la rizósfera con 
metabolismo rápido, estrategas r, que degradan fuentes disponibles de nutrientes. Es 
importante realizar experimentos en diferentes estadios de crecimiento de la planta de 
papa para profundizar en el estudio de la dinámica poblacional microbiana asociada a 
este cultivo.   
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Las curvas de rarefacción son un método utilizado para comparar la riqueza observada 
entre ambientes que no necesariamente se muestrearon homogéneamente o que no 
tienen el mismo tamaño de muestra (Kowalchuk et al., 2004), lo que es una gran ventaja 
para los estudios de diversidad microbiana donde la comunidad microbiana del suelo 
puede cambiar en escalas de apenas micrómetros (Garbeva et al., 2004). Ya que las  
curvas de rarefacción se realizan por permutación de los datos, el orden en que se 
observan los individuos no afecta la riqueza (Gliessman, 2002; Kowalchuk et al., 2004). 
La riqueza de especies observada en las diferentes zonas de muestreo de las plantas de 
papa cambió dependiendo del medio de cultivo utilizado (Figura 3). Las curvas de 
rarefacción permiten recuperar mucha más información que los índices de diversidad, 
para el análisis de diversidad en el interior de la raíz utilizando los medios de cultivo con 
extractos de raíz, aunque presentan la misma riqueza observada promedio, los intervalos 
abiertos a través de las curvas de rarefacción permiten observar que en el extracto de 
raíz más concentrado (ER2) aparecen morfotipos nuevos y poco frecuentes, mientras 
que en el extracto de raíz menos concentrados no hay morfotipos escasos (Figura 3).  
Las curvas de rarefacción en los extractos de raíz para todas las zonas de aislamiento 
alcanzaron un crecimiento asintótico en el número máximo de morfotipos (Figura 3), 
sugiriendo que por mas muestreos que se realicen no se encontraran nuevos morfotipos 
con este medio de cultivo, por lo que se puede decir que las poblaciones que son 
capaces de crecer utilizando las fuentes de carbono de los extractos de raíz son 
limitadas. En los medios de cultivo agar nutritivo y agar papa las curvas no alcanzaron 
crecimiento asintótico en ninguna de las zonas de muestreo (Figura 3), lo que nos indica 
que en esos microambientes y con esos medios de cultivo quedan faltando muchas 
especies más para descubrir, y probablemente en  muestreos más intensivos y con 
muestras de mayor tamaño se encontrarán nuevos morfotipos, ya que los 
microorganismos se exponen a condiciones abióticas y nutricionales que cambian en 
escalas muy pequeñas es difícil el muestreo homogéneo de las comunidades (De Leij et 
al., 1994; Garbeva et al., 2004; Hill et al., 2000; Kirk et al., 2004). Dentro de la raíz se 
encontró una baja biodiversidad o un bajo número de morfotipos, en general se ha 
reportado que las bacterias endófitas tienen una menor densidad poblacional que las 
bacterias o patógenos de la rizósfera (Hallmann et al., 1997; Rosenblueth y Martínez-
Romero, 2006), ya que el espacio y los nutrientes son factores limitantes para los 
endófitos. Además, la concentración de los nutrientes en el medio posiblemente es un 
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factor muy importante para el aislamiento de los microorganismos, por esto el medio con 
una mayor concentración de extracto de raíz permitió el aislamiento de un mayor número 
de morfotipos en todas las zonas de muestreo. Los intervalos abiertos a través de la 
curva en el agar con mayor concentración de extracto de raíz indican que se aislaron 
muchos más morfotipos escasos, muchas veces con solo un individuo en la población, 
mientras que los intervalos cerrados a través de la curva indican que cada morfotipo 
tenía una gran número de individuos dentro de la población, es decir no se aíslan 
individuos raros o poco frecuentes.  
 
La estructura de la comunidad microbiana se ve influenciada por el régimen del cultivo, el 
estadio vegetativo de la planta, la variedad de la planta, el tejido de donde se aíslen, el 
suelo, la estación de muestreo (Berg et al., 2005; Larkin, 2003; Sessitsch et al., 2002; 
Sturz et al., 1999) y también por la presencia de patógenos (Reiter et al., 2002). Reiter y 
colaboradores (2002) establecieron que la estructura de la comunidad de bacterias 
endófitas de papa está correlacionada con la ausencia o presencia de un fitopatógeno; 
por análisis de la comunidad de endófitos de dos variedades de papa, encontraron que la 
diversidad de bacterias incrementó en las plantas infectadas con Erwinia carotovora 
subsp. atroseptica comparada con las plantas sin infectar. En el presente estudio se 
caracterizó la comunidad microbiana de una plantas de papa Solanum tuberosum 
variedad Diacol Capiro con síntomas de sarna polvosa causada por el patógeno 
Spongospora subterranea, el cultivo se encontraba en floración y en proceso de llenado 
de tubérculo, en un suelo tipo Andisol. Es importante realizar este estudio en plantas no 
infectadas con la sarna polvosa de papa, pero es necesario realizarlo bajo condiciones 
controladas para poder comparar y determinar si existe alguna correlación entre la 
presencia del patógeno S. subterranea y la estructura de la comunidad microbiana, lo 
que permitiría plantear nuevas estrategias de manejo de la enfermedad apoyadas en 
conceptos ecológicos clásicos, como el de las estrategias adaptativas en poblaciones de 
biocontroladores con diferente funcionalidad; es necesario realizar este estudio bajo 
condiciones controladas para poder comparar la estructura de las comunidades 
microbianas, ya que en campo es muy difícil encontrar dos cultivos, uno infectado y otro 
sin infectar, bajo las mismas condiciones bióticas y abióticas; condiciones que están por 
fuera del alcance de este trabajo, pero que se deben considerar en estudios posteriores. 
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CONCLUSIONES 
 
Se encontró que la diversidad y actividad de las poblaciones microbianas de suelo, 
tubérculo, rizósfera y raíz dependen del medio de cultivo utilizado para caracterizarlas, ya 
que se detectan diferentes estrategas r y K según la composición del medio de cultivo y 
el sitio de aislamiento. El estudio de la distribución y la caracterización de las 
comunidades microbianas relacionadas con el cultivo de papa infectado con S. 
subterranea puede permitir plantear nuevas estrategias para el control de enfermedades 
de la planta. Los medio de cultivos con extracto de raíz pueden facilitar el aislamiento de 
estrategas K que debido a su baja tasa de crecimiento, resultado del patrón de 
distribución de la energía, se espera que destinen más energía para la producción de 
enzimas extracelulares y sustancias para su defensa, como producción de quitinasas que 
pueden descomponer estructuras de resistencia de patógenos (De Leij et al., 1994; 
Fontainea et al., 2003). Al evaluar  diferentes medios de cultivo y aislar en diferentes 
zonas de las plantas, se puede ampliar el rango de aislamientos con potencial 
biocontrolador. 
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RESUMEN 
 
La búsqueda de microorganismos promisorios para biocontrol de patógenos de plantas 
en el suelo con frecuencia se ha orientado a la detección de productores de hormonas y 
enzimas líticas, condiciones asociadas a su capacidad para promover crecimiento 
vegetal. Sin embargo, el suelo es altamente variable en escalas pequeñas, y se conoce 
poco sobre la distribución espacial de microorganismos que expresan dichas funciones. 
Este estudio determinó la capacidad de producción de indoles totales y quitinasas en 
microorganismos cultivables aislados del interior de la raíz, la rizósfera, la superficie del 
tubérculos y de suelo de unas plantas de papa (Solanum tuberosum variedad Diacol 
Capiro). Las muestras se obtuvieron en un cultivo comercial en el municipio de la Unión 
en el departamento de Antioquia, Colombia, en plantas que presentaban síntomas de 
infección por Spongospora subterranea. Se encontró una producción diferencial de 
indoles o quitinasas según el sitio de aislamiento de los microorganismos. La mayor 
producción de indoles totales y quitinasas se encontró en microorganismos aislados a 
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partir de raíz y rizósfera, comparada con los aislados de tubérculos y suelo. Estos 
resultados sugieren que en el suelo no es aleatoria la distribución de funciones deseables 
en controladores biológicos. Con estos resultados es posible orientar su búsqueda para 
optimizar el uso de recursos y el desarrollo de nuevos bioproductos.     
 
PALABRAS CLAVES: Control biológico, Spongospora subterranea, crecimiento y 
desarrollo vegetal, fitohormonas, enzimas hidrolíticas. 
 
ABSTRACT 
 
Searching for promising microorganisms to biocontrol of soilborne plant pathogens has 
been often focused on producers of hormone and lytic enzymes, since these traits are 
linked to biocontrol or plant growth promotion. However, the environment from inner roots 
to bulk soil is quite variable, and little is known about the spatial distribution of 
microorganisms expressing these desirable traits. Using potato plants (Solanum 
tuberosum var. Diacol Capiro) from a farmer’s field, in this research we obtained 
microorganisms from inside the roots, rhizosphere, tubers peel and from bulk soil, and its 
was determined their production of total indoles and chitinases. In general, 
microorganisms isolated form inside the roots showed the highest production of total 
indole and chitinases. Simultaneous high production of both compounds was not detected 
in these isolates, and the frecuency of microorganims producing both, indole and 
chitinases was higher in roots and rhizosphere, compared to tubers peel and bulk soil 
samples. These results suggest that in soil, the distribution of microorganisms and 
functions linked to biocontrol are not randomly distributed. These findings might be useful 
to guide the search for biocontrol agents, optimize resources and speed up the 
development of new bioproducts. 
 
KEY WORDS: Biological control, Spongospora subterranea, plant growth and 
development, phytohormones, hydrolytic enzymes. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El uso de microorganismos para control biológico de patógenos del suelo ha sido 
impulsado por la conciencia actual sobre los efectos indeseables del uso intensivo de 
pesticidas y agroquímicos. De especial interés son las bacterias denominadas PGPB (por 
sus siglas en inglés, plant growth-promoting bacteria), que estimulan directamente el 
crecimiento de plantas  (Bashan y Holguin, 1998), y un grupo de ellas que coloniza la 
rizósfera, a menudo referidas como rizobacterias promotoras del crecimiento o PGPR 
(plant growth promoting rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989). Esas bacterias pueden 
encontrarse en tejidos intra o extra celulares de la planta (Kloepper et al., 1989; Van Loon 
et al., 1998; Pinton et al., 2007; Hardoin et al., 2008; Ryan et al., 2008; Martínez-Viveros 
et al., 2010). 
 
Los mecanismos de biocontrol por PGPB involucran múltiples interacciones que resultan 
en efectos positivos en el crecimiento y desarrollo vegetal (Benítez et al. 2004; Bashan y 
de-Bashan, 2005; Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007). La producción de 
fitohormonas por bacterias, que favorecen el crecimiento vegetal, representa una 
interacción indirecta entre el bicontrolador y el patógeno, mientras que la producción de 
enzimas liticas por biocontroladores, que afectarían negativamente el patógeno, 
ejemplifica una interacción directa biocontrolador-patógeno (Benítez et al. 2004; Gohel et 
al., 2006; Bhattacharya et al., 2007; Spaepen et al., 2008). 
 
La producción de fitohormonas es considerada uno de los mecanismos más importantes 
para la promoción del crecimiento vegetal, estos compuestos orgánicos regulan el 
crecimiento y desarrollo en plantas, y en bajas concentraciones influencian procesos 
bioquímicos, fisiológicos y morfológicos. El AIA (ácido 3-indol acético) es la fitohormona 
más común,  mejor caracterizada y la auxina fisiológicamente mas activa en las plantas 
(Dobbelaere et al.,  2003; Yasmin et al., 2009; Martínez-Viveros et al., 2010), que puede 
ser producido por algunas PGPB y promover también la defensa contra fitopatógenos 
(Tsavkelova et al., 2006; Spaepen et al., 2008; Yasmin et al., 2009). El AIA es el 
responsable de la división, expansión y diferenciación de las células y tejidos de las 
plantas y estimula la elongación de las raíces (Tsavkelova et al., 2006; Martínez-Viveros 
et al., 2010).  Se ha reportado que el AIA es sintetizado a partir del triptófano, sin 
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embargo, se ha propuesto que existen otros intermediarios como el ácido indol 3-
pirúvico, indol 3-acetaldoxima, indol 3- acetamina, indol 3-acetonitrito, indol 3-
acetaldehido o triptamina (Bialek et al., 1992; Dobbelaere et al.,  2003; Tsavkelova et al., 
2006; Martínez-Viveros et al., 2010).  
 
Los microorganismos productores de quitinasa pueden degradar la quitina y estarían 
involucrados en el control biológico de patógenos como hongos e insectos que poseen 
quitina en sus paredes celulares, o también pueden liberar compuestos que 
desencadenan respuestas de defensa en la planta (Gohel et al., 2006; Singh et al., 1999; 
Bashan y de-Bashan, 2005; Duo-Chuan, 2006; Bhattacharya et al., 2007). Registros de 
microorganismos capaces de producir enzimas líticas y ejercer biocontrol por este 
mecanismo incluyen hongos o bacterias como Trichoderma spp., Aeromonas, 
Enterobacter, Serratia, Paenibacillus sp., Streptomyces sp., Bacillus subtilis, Bacillus 
cereus,  Trichoderma atroviride, Stenotrophomonas sp, Serratia marcescens, 
Streptomyces viridodiasticus, Streptomyces halstedii, Micromonospora carbonacea (Inbar 
y Chet, 1991; Singh et al., 1999; Compant et al., 2005; Huang et al., 2005; Joo, 2005; 
Duo-Chuan, 2006; Liu et al., 2011; O'Kennedy et al., 2011). 
 
La información anterior sugiere que ambas actividades desarrolladas por las PGPB 
pueden contribuir sustancialmente a la promoción de crecimiento vegetal. Sin embargo, 
la actividad promotora de crecimiento se ha registrado en bacterias endófitas, de la 
rizósfera o del suelo (Sarwar y Kremer, 1995; Patten y Glick, 1996; Lottmann et al., 1999; 
Sturz et al., 1999; Reiter et al., 2002; Hernández et al., 2004; Sessitsch et al., 2004; Berg 
et al., 2005; Hardoinet al., 2008; Ryan et al., 2008; Yasmin et al., 2009). Debido a que los 
microorganismos presentan límites en sus rangos de adaptación y el ambiente desde el 
interior de la raíz hasta el suelo, además de ser altamente variable también es afectado 
por condiciones abióticas y bióticas (De leij et al., 1994 Garbeva et al., 2004; Kirk et al., 
2004), se hace necesario identificar en el suelo los sitios con mayor abundancia de 
microorganismos que expresan actividades asociadas a promoción de crecimiento.     
 
En este estudio se aislaron microorganismos a partir de raíz (endófitos), rizósfera, 
tubérculos y suelo de unas plantas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro 
con el fin de determinar si existe distribución diferencial de microorganismos productores 
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de indoles totales y de quitinasas según el sitio de aislamiento. Esas actividades están 
comúnmente asociadas a biocontrol de patógenos o promoción de crecimiento vegetal. 
Esta estrategia de búsqueda dirigida por dichas actividades permitiría acelerar el 
descubrimiento de microorganismos potencialmente benéficos.  
 
MATERIALES Y METODOS 
Localización del estudio 
 
Para aislar microorganismos y preparar los medios de cultivo, las muestras de suelo, 
suelo rizosférico, raíces y tubérculos de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro 
se obtuvieron del campo de un agricultor. El muestreo se realizó en un suelo tipo Andisol 
en el municipio de la Unión, vereda La Madera, departamento de Antioquia, Colombia, 
ubicado a 5° 58′ 0″ N 75° 21′ 0″ O, a una altura de 2.500 msnm y con una temperatura 
promedio de 13°C. Se muestrearon al azar nueve plantas en estado de floración, que 
presentaban síntomas de infección por Spongospora subterranea en un área aproximada 
de 1 hectárea de terreno. Las muestras se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento. 
El aislamiento y caracterización bioquímica de los microorganismos se realizó en los 
laboratorios de Microbiología del suelo de la Universidad Nacional de Colombia y de 
Biotecnología de la Universidad EAFIT, en sus sedes en Medellín. 
Aislamiento de microorganismos 
 
Para aislar microorganismos se prepararon cuatro tipos de medios de cultivo: agar 
nutritivo al 50%, PGA (papa glucosa agar) y agar extracto de raíz a dos concentraciones 
(ER1 y ER2). El PGA se preparó hirviendo  200g de papa Solanum tuberosum variedad 
Diacol Capiro (con cáscara y cortada en cuadrados pequeños) en 1000 ml de agua 
destilada por 10 minutos, se filtró y se llevó a  1 l con agua destilada, se añadieron 20g 
de agar y 20g de glucosa. Se prepararon dos medios de agar extracto de raíz, con dos 
concentraciones diferentes de extracto, ER1 con 1 g/l de raíz y ER2 con 10 g/l de raíz. 
Los medios agar extracto de raíz se prepararon con 15 g de agar, 1 g de sacarosa 
comercial, 0.5 g de K2HPO4, 990 ml de agua destilada y se esterilizó en autoclave 20 min 
a 121°C; al medio ER1 autoclavado se le agregaron 10 ml de extracto de raíz a la 
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concentración 1 g/l de raíz y al medio ER2 autoclavado se le agregaron 10 ml de extracto 
de raíz a la concentración 10 g/l de raíz  Para preparar el extracto de raíz se esterilizó 
previamente la superficie de la raíz por inmersiones sucesivas de 30 seg en etanol (70%) 
y 3 min en hipoclorito de sodio al 5%. Luego se pesaron 1 o 10g de raíces desinfectadas 
que se licuaron en 1000 ml de agua estéril y se esterilizaron en papel filtro de 0.2µm 
previamente autoclavado.  
 
En cada medio se aislaron microorganismos desde suspensiones de raíz, suelo 
rizosférico, suelo y superficie de tubérculos. Antes de aislar los microorganismos se 
homogeneizaron las muestras provenientes de las nueve plantas muestreadas, se 
separó el suelo rizósferico de las nueve plantas y se mezcló, se mezclaron los suelos de 
las nueve plantas y se cortaron trozos de raíces de todas las plantas y se mezclaron. Los 
microorganismos de suelo y suelo rizosférico se aislaron al diluir  1g  de suelo en 9 ml de 
agua estéril. Después de mezclar se transfirieron 100 µl a un tubo con 9,9 ml de agua 
estéril (dilución 1). Para aislar los microorganismos de raíces primero se removió el suelo 
adherido y se lavaron con agua corriente, se pesaron 3 g y se esterilizaron por inmersión 
en etanol al 70% (30 segundos), luego en hipoclorito de sodio al 5% (3 minutos), luego se 
lavaron con agua estéril y se secaron en papel toalla estéril. Las raíces se maceraron en 
3 ml de agua destilada estéril y se transfirió 1 ml del macerado a un tubo con 9 ml de 
agua estéril, se mezcló y de esta suspensión se transfirieron 100 µl a un tubo con 9,9 ml 
de agua estéril (dilución 1).  
 
Para aislar microorganismos asociados a tubérculos, se lavó la superficie de los 
tubérculos con agua destilada estéril, se maceraron 3 g de cáscara en 3 ml de agua 
destilada estéril y se transfirió 1 ml del macerado a un tubo con 9 ml de agua estéril, se 
mezcló y se transfirieron 100 µl a un tubo con 9,9 ml de agua estéril (dilución 1). Se 
transfirieron 20 µl de las diluciones 1 de suelo, rizósfera, raíz y tubérculo a tres cajas de 
Petri con cada medio de cultivo y se distribuyeron uniformemente con asa de Digralsky. 
La incubación se realizó a temperatura ambiente y en oscuridad, revisando diariamente 
el crecimiento para registrar el número de colonias y su morfología.  Los aislamientos se 
conservaron en tubos eppendorf con 1 ml de solución salina 0.85% estéril y se 
almacenaron en nevera a 4°C. 
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Producción de  indoles totales 
 
Preparación de solución stock de AIA (curva de referencia):  
 
Se preparó una solución stock de AIA, disolviendo 0.1 g de AIA (grado reactivo) en 100 
ml de etanol y se almacenó en el congelador, la concentración final de la solución fue 1 
mg/ml. La curva de referencia se realizó con soluciones de AIA a diferentes 
concentraciones (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Concentración de AIA para realizar curva de calibración 
Concentración µg/ml Solución a preparar 
10 0.1 ml de sln stock + 9.9 ml de agua destilada estéril 
20 0.2 ml de sln stock + 9.9 ml de agua destilada estéril 
30 0.3 ml de sln stock + 9.9 ml de agua destilada estéril 
40 0.4 ml de sln stock + 9.9 ml de agua destilada estéril 
50 0.5 ml de sln stock + 9.9 ml de agua destilada estéril 
 
Se  tomó 1 ml de cada solución de AIA a las diferentes concentraciones y se le adicionó 
4 ml de la solución Salkowski (150 ml de H2SO4 al 99%,  250 ml de agua destilada y 7.5 
ml de FeCl3*6H2O 0.5 M), se agito hasta obtener una solución homogénea, se midió en 
un espectrofotómetro a una longitud de onda de 530 nm para obtener la abosorbancia de 
la muestra y se construyó una curva (µg/ml de AIA vs. Absorbancia). Se determinó un R2 
de 0,995 
 
 
Determinación de la producción de indoles totales por bacterias 
 
Las bacterias se incrementaron en medio TSA (agar tripticasa de soya) por 24 horas a 
30°C con el fin de obtener colonias individuales. Se seleccionaron tres colonias de cada 
aislamiento y se transfirieron a un enlermeyer con 50 ml de medio TSB (por sus siglas en 
ingles, Tryptic Soy Broth) suplementado con 500 µg/ml de L-triptofano y se incubaron en 
agitación constante (150 rpm, 48 horas, 30°C). A las 48 h se transfirieron los cultivos a 
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tubos falcon de 50 ml y se centrifugaron a 4500 rpm por 15 minutos. Se tomó 1 ml del 
sobrenadante y se le adicionó 4 ml de solución de Salkowsky, se agitó hasta obtener una 
suspensión homogénea y se midió la absorbancia en un espectrofotómetro a 530 nm. La 
concentración de indoles totales se determinó en la una curva de referencia. Se repitió el 
procedimiento a cada muestra para verificar los resultados.   
 
 
Producción de quitinasas 
 
Para evaluar la producción de quitinasas los aislamientos se sembraron en un medio 
preparado con quitina como única fuente de carbono. Un medio con glucosa como única 
fuente de carbono se empleó como control positivo. Los aislamientos que crecieron en el 
medio con quitina fueron capaces de utilizarla como fuente de carbono y un halo claro 
alrededor de la colonia bacteriana indica actividad quitinasa positiva. La producción de 
quitinasas se evaluó de forma cuantitativa registrando el tamaño del halo diariamente por 
10 días. El medio con quitina como única fuente de carbono se preparó según Atlas 
(2005) y Cattelan (1999), con modificaciones: 20.0 g/l de agar, 4.0 g/l de quitina coloidal, 
0.7 g/l de K2HPO4, 0.5g/l de MgSO4·7H2O, 0.3 g/l de KH2PO4, 0.01 g/l de FeSO4·7H2O, 
1.26 g/l de MnSO4, 0.001g/l de ZnSO4·7H2O; el pH se ajustó a 8.0 ± 0.2. La quitina se 
preparó por digestión de hojuelas de quitina en HCl durante 24 horas y realizando 
lavados con agua destilada durante tres días para retirar los residuos del ácido. En cajas 
Petri con medio suplementado con quitina o glucosa se sembraron tres gotas de 4µl de 
los microorganismos almacenados en solución salina. Todos los aislamientos se 
evaluaron por triplicado y se calculó el error estándar para estimar la dispersión de las 
mediciones entre repeticiones. 
 
Producción de indoles totales y quitinasa 
Para visualizar simultáneamente las proporciones de aislamientos de microorganismos 
con producción de indoles totales y quitinasas, se tomaron las proporciones de la 
producción de cada actividad en porcentajes, se tomó como el 100% de la producción de 
indoles totales el mayor valor reportado por los aislamientos  y como el 100% de la 
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actividad quitinolitica el mayor tamaño de halo de hidrólisis reportado por los 
aislamientos. 
RESULTADOS  
Producción de indoles totales 
 
Se obtuvieron en total 106 aislamientos distribuidos así: 28 colonias de hongos y 78 de 
bacterias.De los morfotipos encontrados, 26 se obtuvieron de raíces, 23 de suelo 
rizosférico, 28 de cáscaras de tubérculo y 31 de suelo. La producción de indoles totales 
se evaluó en 55 de los 78 aislamientos bacterianos que crecieron en el medio TSA (9 
aislados a partir de raíz, 15 de rizósfera, 15 de cáscaras de tubérculo y 16 de suelo) 
(Figura 1). Para las bacterias aisladas de la raíz se encontraron concentraciones de 
indoles totales entre 1,3 y 75,5 µg/ml; para las de la rizósfera entre 0,23 y 62,5 µg/ml; 
para las aisladas de tubérculos entre 1,6 y 61,2 µg/ml y para las aisladas de suelo entre 0 
y 15, 1 µg/ml (Figura 1). La mayor producción de indoles totales se encontró en la 
bacteria  de la raíz denominada como 81, con una concentración de 75,5 µg/ml. En 
general para todas las zonas de aislamiento, las bacterias  81, 31, 23, 69 y 93 produjeron 
un alto nivel de indoles totales; mientras que las más bajas producciones de indoles 
totales fueron observadas en las bacterias  de suelo, principalmente en el 7, 55, 107, 106 
y 113 (Figura 1). En general, los valores mas bajos de producción de indoles se 
encontraron al analizar bacterias aisladas de suelo, y se observaron diferencias amplias 
con microorganismos aislados de otras zonas. 
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Figura 1. Concentración de indoles totales (µg/ml) producidos por bacterias aisladas a 
partir de raíces, rizósfera, tubérculo y suelo proveniente de unas plantas de  papa 
Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro. Las barras de error representan el error 
estándar que nos permite mirar la dispersión de los datos. 
Producción de quitinasas 
 
De los 106 aislamientos sólo 71 aislamientos, 17 hongos y 54 bacterias, crecieron con 
quitina como única fuente de carbono. Los mayores halos de hidrólisis se presentaron en 
los aislamientos de raíz, el 33 con un halo de 6.8 cm y el 78 con uno de 4.9 cm; seguido 
por un aislamiento de tubérculo, el 54 con un halo de 5.5 cm y de rizósfera, el 20 con un 
halo de 4.8 cm (Figura 2). 
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Figura 2. Hidrólisis quitina por microorganismos aislados a partir de raíz, rizósfera, 
tubérculo y suelo proveniente de unas plantas de  papa Solanum tuberosum variedad 
Diacol Capiro, a los 10 días de crecimiento en agar con quitina como única fuente de 
carbono. Las barras de error representan un el error estándar. 
 
Distribución de los microorganismos productores de indoles totales y quitinasas 
 
Para visualizar simultáneamente la producción de indoles totales y quitinasas, se 
tomaron las proporciones de la producción de cada actividad en porcentajes, se tomó 
como 100% el mayor valor reportado por los aislamientos de indoles totales (75,45 µg/ml) 
y de halo de hidrólisis por quitinasas (6,83 cm). Muy pocos aislamientos presentaron 
ambas actividades y ninguno de ellos presentó valores altos en ambas pruebas (Figura 
3). Aunque debido a la falta de crecimiento de algunos aislamientos en los que se había 
evaluado anteriormente la producción de indoles, no fue posible evaluar en ellos ambas 
actividades, es notable que cuando se midieron ambas actividades, indoles totales y 
quitinasas, su expresión pareció ser inversamente proporcional (Figura 3).  
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Figura 3. Distribución del porcentaje de producción de indoles totales ( ) y quitinasas 
( ), de los aislamientos de raíz, rizósfera, suelo y tubérculos de plantas de papa 
Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro. Para el eje vertical, el valor de 100% de 
indoles totales y quitinasas corresponde a 74,45 µg/ml y 6,83 cm respectivamente. 
 
DISCUSIÓN  
 
En esta investigación se caracterizaron microorganismos aislados de suelo, suelo 
rizosferico, raíces y tubérculos de papa por su producción de indoles totales y quitinasas, 
dos actividades deseables en controladores biológicos y promotores de crecimiento de 
plantas. En general se observó una distribución diferencial de microorganismos 
productores de estas actividades según el sitio de aislamiento, con tendencia a encontrar 
proporciones decrecientes de productores de ambas actividades en microorganismos 
aislados  de raíces, rizósfera, tubérculos a suelo. 
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Estos resultados resaltan la necesidad de entender tres aspectos importantes cuando se 
buscan microorganismos biocontroladores: la distribución y la funcionalidad, así como 
sus posibles relaciones. El entendimiento de esos aspectos contribuiría al diseño de 
metodos para la obtención y uso eficiente  de microorganismos para biocontrol de 
enfermedades en plantas de papa y posiblemente en otros cultivos.  
 
La abundacia de organismos y de actividades no esta aleatoriamente distribuida, varia 
tanto horizontalmente como verticalmente atravez del perfil del suelo, diferentes grupos 
de organismos exiben diferentes patrones espaciales, por que cada uno de ellos 
reacciona de manera diferente a las condiciones del suelo (Paul, 2007). Nuestros 
resultados sugieren que en el suelo la distribución de microorganismos productores de 
sustancias promotoras de crecimiento vegetal no es aleatoria (Figura 1 y 2). Esta idea es 
soportada por muchos registros anteriores donde se ha encontrado una mayor 
producción de AIA por microorganismos asociados a la rizósfera y a la superficie de 
tubérculos, comparados con los aislados del suelo (Sarwar et al., 1992; Sarwar y Kremer, 
1995; Lottmann et al., 1999). En general, la capacidad de sintetizar AIA ha sido atribuida 
a bacterias de suelo asociadas a plantas y se ha estimado que alrededor del 80% de las 
bacterias aisladas de la rizósfera pueden producir AIA (Dobbelaere et al.,  2003; Patten 
and Glick, 1996; Pinton et al., 2007; Nannipieri et al., 2007). 
 
En relación con la funcionalidad de microorganismos en diferentes sitios, la síntesis de 
enzimas u otros compuestos está controlada genéticamente, y la expresión de esas 
actividades podría depender de la presencia de sustratos, plantas y microorganismos 
específicos. En conjunto, la expresión de esas funciones podría afectar significativamente 
el desempeño de los biocontroladores o la planta misma. Registros anteriores que 
indican promoción de crecimiento por bacterias señalan para el AIA producciones mas 
bajas que las encontradas en este trabajo. Por ejemplo, Hernández y colaboradores 
(2004) midieron entre 5,30 y 21,53 µg/ml de AIA en un conjunto de cepas de Burkholderia 
cepacia y Pseudomonas fluorescens, que estimularon el crecimiento de  plantas de maíz. Mujahid y 
colaboradores (2011), investigaron la producción de indoles por varias especies de 
Rubrivivax benzoatilyticus JA2, y encontraron producción de AIA entre 1,5 y 21, 6 µg/ml.  
 
La producción de indoles y quitinasas han sido ampliamente usadas como parámetros 
iniciales de selección de microorganismos con potencial biocontrolador o promotor de 
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crecimiento vegetal (Benítez et al. 2004; Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007; 
Spaepen et al., 2008). Se tienen diferentes reportes de la producción de AIA y quitinasas 
en diferentes zonas de aislamientos de microorganismo en cultivos de papa. Berg y 
colaboradores (2005) aislaron bacterias del interior de la raíz y rizósfera y de la superficie 
de las hojas y raíz de plantas de papa, y evaluaron la actividad quitinolítica, proteolítica y 
la producción de AIA a los 5 mejores aislamientos de cada microambiente que 
presentaron antagonismo contra Verticillium dahliae y Rhizoctonia solani; de los 20 
aislamientos, solo 3 presentaron actividad quitinolítica (2 de la superficie de la hoja y 1 de 
la superficie de la raíz) y 7 presentaron producción de AIA (1 de la rizósfera, 1 de la 
superficie de la hoja, 4 de la superficie de la raíz y 1 de la raíz); sólo uno de los 
aislamientos produjo AIA y quinitinasas, lo que concuerda con este estudio, ya que muy 
pocos microorganismos mostraron la producción de ambas actividades (Figura 3). Al 
igual que en este trabajo se han reportado endófitos productores de indoles y quitinasas, 
Sessitsch y colaboradores (2004), caracterizaron microorganismos endófitos del tallo de 
un cultivo de papa que presentaba síntomas de Streptomyces scabies según la 
producción de enzimas hidrolíticas y metabolitos secundarios como producción de 
quitinasas, actividad peptinasa, β-glucanasas, proteasas y AIA. Encontraron que en 
general las bacterias endófitas presentaron una alta producción de enzimas hidrolíticas, 
el 14% mostraron producción de quitinasas, el 43% de β-glucanasas, el 34% presentó 
actividad proteolítica y el 31% pectinolítica; además, encontraron que el 77% produjeron 
sideróforos y aproximadamente el 50% AIA. Patten y Glick (1996) reportaron que el 80% 
de las rizobacterias producen AIA, mientras que Lottmann y colaboradores (1999) 
encontraron que solo el 33% de bacterias de la rizósfera de cultivos de papa y el 30% de 
la superficie de los tubérculos producen AIA. Las diferencias entre las producciones de 
AIA y de quitinasas entre los diferentes reportes, puede deberse a que estas actividades 
podrían estar influenciadas por la presencia de patógenos, en nuestro caso de 
Spongospora subterranea. Es de esperar entonces que las diferentes actividades 
asociadas con biocontrol de patógenos se encuentren distribuidas en poblaciones 
diversas de microorganismos o diferentes ambientes, como lo sugieren estos resultados 
y otros presentados anteriormente por la literatura científica. 
 
Es importante anotar que microorganismos con producciones muy altas de AIA también 
se han asociado con efectos negativos en el crecimiento de plantas. Barazani y Friedman 
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(1999) midieron los efectos fitotóxicos o promotores de crecimiento en  fracciones se AIA 
separadas de raíces de plántulas de lechuga, y atribuyeron ese efecto a rizobacterias 
deletéreas (DRB) o rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR) productoras de 
auxinas. El promedio de concentración de AIA producido por las DRB fue 4,7 veces más 
alto que el producido por las PRPG. Sin embargo, encontraron que Agrobacterium sp. 
indujo elongación de raíces a pesar de producir niveles muy altos de AIA (88,3 µg/ml). 
Además, dos aislamientos de DRB que produjeron bajas cantidades de AIA también 
suprimieron la elongación de raíces. En nuestro trabajo, microorganismos de raíces, 
rizósfera y tubérculo generaron altas concentraciones de indoles totales, que podrían ser 
deletéreas. Sin embargo no está definido que concentración de AIA puede llegar a ser 
deletérea para plantas de papa.  
 
En conjunto, todos estos resultados sugieren que es posible mejorar el diseño de 
estrategias para detectar microorganismos biocontroladores eficientes, pero también 
sugieren que la idea de emplear microorganismos biocontroladores individualmente y en 
forma inundativa podría ser ilusoria. Los pocos aislamientos que presentaron ambas 
actividades, indoles totales y quitinasas, mostraron una producción inversamente 
proporcional (Figura 3), ninguno de los aislamientos produjo grandes cantidades de 
ambas, ya que posiblemente sea muy costoso en términos metabólicos la producción de 
AIA y enzimas hidrolíticas. Los resultados encontrados concuerdan con los de Berg y 
colaboradores (2005), que de 20 aislamientos solo uno produjo AIA y quitinanas; 
Sessitsch y colaboradores (2004) encontraron que de 35 asilamientos que presentaron 
antagonismos contra Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, 
Phytophthora cactorum y Erwinia carotovora ssp. atroseptica, sólo 2 aislamientos 
presentaron ambas actividades. Para una mejor evaluación y comparación de ambas 
actividades se deben diseñar nuevos métodos que permitan el crecimiento de un rango 
más amplio de microorganismos bajo las mismas condiciones, ya que las pruebas 
utilizadas limitaban el crecimiento de alguno de ellos, por ejemplo, la prueba de 
producción de indoles  totales se realizó solo a bacterias, debido a la diferencia en el 
tiempo de crecimiento de éstas y los hongos; además algunos microorganismos aislados 
inicialmente en medios complejos como agar extracto de raíz y agar papa no crecieron 
en el medio enriquecido TSA y lo mismo sucedió con el medio con quitina como única 
fuente de carbono; pero hay que tener en cuenta que utilizar medios específicos para 
cada aislamientos interferiría en la lectura de las actividades. Pero la expresión de 
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múltiples funciones en un solo microorganismo podría ser desventajosa para el mismo 
debido al costo metabólico que esto implica (Lang et al., 2009). 
  
Finalmente es necesario indicar que los mecanismos de biocontrol podrían ser 
dependientes de combinaciones especificas planta-patógeno. Reiter y colaboradores 
(2002) establecieron que la estructura de la comunidad de bacterias endófitas de papa, 
esta correlacionada con la ausencia o presencia de un fitopatógeno (Erwinia carotovora 
subsp. atroseptica). En general los patógenos inducen una cascada de reacciones en la 
planta produciendo síntesis de metabolitos y señales de estrés como H2O2, ácido 
abscísico, ácido jasmónico y ácido salicílico. Yang y colaboradores (2001), estudiando 
raíces de árboles de aguacate infectadas con Phytophthora cinnamomi encontraron que 
las raíces infectadas sin síntomas visibles de la enfermedad fueron colonizadas por 
comunidades bacterianas más diversas, en comparación con plantas con síntomas. A 
pesar de la importancia del cultivo de la papa en nuestro medio, no se conocen cambios 
en diversidad de otras comunidades por efecto de la infección con patógenos tan 
limitantes como Spongospora subterranea, o la relación entre niveles de daño con las 
actividades metabólicas de esas comunidades. Es importante caracterizar las 
comunidades microbianas en plantas infectadas y no infectadas con la sarna polvosa de 
papa bajo condiciones controladas para poder comparar y determinar los cambios en la 
comunidad por la presencia del patógeno S. subterranea  
 
Diferentes reportes proponen que las bacterias endófitas contribuyen a la salud de varias 
especies de plantas, la capacidad de los endófitos de colonizar tejidos internos de las 
plantas  puede conferir una ventaja ecológica sobre las bacterias que solo pueden 
colonizar tejidos epífitos, aunque no se ha establecido como la planta se beneficia más 
de un endófito que de una rizobacteria y no es claro cual población de microorganismos 
promueve más el crecimiento de las plantas (Hallmann et al., 1997; Sessitsch et al., 
2004; Khan y Doty, 2009; Rosenblueth y  Martínez-Romero, 2006; Hardoinet al., 2008; 
Ryan et al., 2008). Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que se presenta 
una mayor producción de indoles totales por bacterias y de quitinasas por 
microorganismos que se encuentran dentro de la raíz y en la rizósfera que los que están 
en los tubérculos y en el suelo, estos microorganismos podrían beneficiarse de  los 
exudados de las raíces y el aporte nutricional, ambiente uniforme y protector que ofrece 
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la planta. Debido a que las comunidades aisladas en este estudio fueron obtenidas de 
plantas afectadas por S. subterranea, se esperaría que su funcionamiento dependiese de 
condiciones ambientales y biológicas relativamente específicas. 
 
CONCLUSIONES 
 
Estos resultados indican que bajo las condiciones experimentales empleadas, se 
presentó una distribución diferencial de microorganismos con potencial biocontrolador de 
patógenos, con mayor abundancia de productores de indoles totales y de quitinasas 
aislados del interior de la raíz y de la rizósfera. Aunque faltaría realizar estudios 
posteriores, estos hallazgos ayudarían a diseñar estrategias para el control de S. 
subterranea u otros patógenos del suelo en plantas de papa. 
 
BIBLIOGRAFÍA  
 
Atlas, R.M. 2005. Handbook of Media for Environmental Microbiology. Segunda edición. 
Boca Raton, Florida, CRC Press,pp 93.  
 
Barazani, O. y J. Friedman. 1999. Is IAA the major root growth factor secreted from plant-
growth-mediating bacteria?. Journal of Chemical Ecology 25(10): 2397-2406. 
 
Bashan, Y. y G. Holguin. 1998. Proposal for the divsion of Plant Growth - Promoting 
Rhizobacteria into two classifications: biocontrol-PGPB (Plant Growth-Promotion bacteria) 
and PGPB. Soil Biol. Biochemistry 30: 1225-1228. 
 
Bashan, Y. y L.E. de-Bashan. 2005. Bacteria/plant growth-promotion. En: Encyclopedia of 
soils in the environment, Elsevier, Oxford, United Kingdom. vol. 1. p. 103-115. 
 
Benítez, T., A.M. Rincón, M.C. Limón y A.C. Codón. 2004. Biocontrol mechanisms of 
Trichoderma strains. International Microbiology 7:249-260. 
 
56 Selección y evaluación de microorganismos promisorios para el biocontrol 
del patógeno Spongospora subterranea 
 
Berg, G., A. Krechel, M. Ditz, R.A. Sikora, A. Ulrich y J. Hallmann. 2005. Endophytic and 
ectophytic potato-associated bacterial communities differ in structure and antagonistic 
function against plant pathogenic fungi. FEMS Microbiology Ecology 51:215–229. 
 
Bhattacharya, D., A. Nagpure, y R.K. Gupta. 2007. Bacterial Chitinases: Properties and 
Potential. Critical Reviews in Biotechnology, 27(1): 21-28.  
 
Bialek, K., L. Michalczuk y J.D. Cohen. 1992. Auxin Biosynthesis during Seed 
Germination in Phaseolus vulgaris. Plant Physiology 100: 509-517. 
 
Cattelan, A.J. 1999. Métodos quantitativos para determinação de características 
bioquímicas e fisiológicas associadas com bactérias promotoras do crescimento vegetal. 
Embrapa, Londrina, 36 p. 
 
Compant, S., B. Duffy, J. Nowak, C. Clément y E.A. Barka. 2005. Use of Plant Growth-
Promoting Bacteria for Biocontrol of Plant Diseases: Principles, Mechanisms of Action, 
and Future Prospects. Applied and Environmental Microbiology  71 (9): 4951–4959.  
 
De Leij, F.A.A.M., J.M. Whipps y J.M. Lynch. 1994. The use of colony development for 
the characterization of bacterial communities in soil and on roots. Microbial Ecology 
27:81–97. 
 
Dobbelaere, S., J. Vanderleyden y Y. Okon. 2003. Plant Growth Promoting Effects of 
Diazotrophs in the rhizosphere. Critical Reviews in Plant Science 22(2):107–149. 
 
Duo-Chuan, L. 2006. Review of fungal chitinases. Mycopatholy. 161:345–60. 
 
El-Tarabily, K.A., M.H. Soliman, A.H. Nassar, H.A. Al-Hassani, K. Sivasithmparam F. 
Mckenna y G.E.St.J Hardy. 2000. Biological control of Sclerotinia minor using a 
chitinolytic bacterium and actinomycetes. Plant Patholology 49: 573-583. 
 
Capítulo 2 57 
 
Garbeva, P., J.A. van Veen y J.D. van Elsas. 2004. Microbial diversity in soil: Selection of 
Microbial Populations by Plant and Soil Type and Implications for Disease 
Suppressiveness. Annual Review of Phytopathology 42:243–70. 
 
Gohel, V., A. Singh, M. Vimal, P. Ashwini y H.S. Chhatpar. 2006. Bioprospecting and 
antifungal potential of chitinolytic microorganisms. African Journal of Biotechnology 5: 54–
72. 
 
Hardoin, P., L.S. van Overbeek y J.D. van Elsas. 2008. Properties of bacterial endophytes 
and their proposed role in plant growth. Trends Microbiology. 16: 463–71.  
 
Hallmann, J., A. Quadt-Hallmann, W.F. Mahaffee y J.W. Kloepper. 1997. Bacterial 
endophytes in agricultural crops. Canadian Journal of Microbiology 43: 895 -914.  
Hernández, A., N. Rives, A. Caballero, A.N. Hernández y M. Heydrich. 2004. 
Caracterización de rizobacterias asociadas al cultivo del maíz en la producción de 
metabolitos del tipo AIA, sideróforos y ácido salicílico. Revista Colombiana de 
Biotecnologia 6 (1): 6-13.   
 
Huang, C.J., T.K. Wang, S.C. Chung y C.Y. Chen. 2005. Identification of an antifungal 
chitinase from a  potential biocontrol agent, Bacillus cereus 28-9. Journal of  Biochemistry 
and Molecular Biology 38 (1): 82-88. 
 
Inbar, J. y I. Chet. 1991. Evidence that chitinase produced by Aeromonas caviae is 
involved in the biological control of soil-borne plant pathogens by this bacterium. Soil 
Biology and. Biochemistry. 23:973-978. 
 
Joo, G.J. 2005. Purification and characterization of an extracellular chitinase from the 
antifungal biocontrol agent Streptomyces halstedii. Biotechnology Letters 27: 1483–1486. 
 
Khan. Z. y S.L. Doty. 2009. Characterization of bacterial endophytes of sweet potato 
plants. Plant Soil 322:197–207. 
 
58 Selección y evaluación de microorganismos promisorios para el biocontrol 
del patógeno Spongospora subterranea 
 
Kirk, J.L., L.A. Beaudette, M. Hart, P. Moutoglis, J.N. Klironomos, H. Lee y J.T. Trevors. 
2004. Methods of studying soil microbial diversity. Journal of Microbiological Methods 
58:169– 188. 
 
Kloepper, J.W., R. Lifshitz y R.M. Zablotowicz. 1989. Free-living bacterial inocula for 
enhancing crop productivity. Trends in Biotechnology 7: 39-43. 
 
Lang, G.I., A.W. Murray y D. Botstein. 2009. The cost of gene expression underlies a 
fitness trade-off in yeast. Proceedings of the National Academy of Sciences 106(14): 
5755-5760. 
 
Liu, Y., J. Tao, Y. Yan, B. Li, H. Li y C. Li.  2011. Biocontrol Efficiency of Bacillus subtilis 
SL-13 and Characterization of an Antifungal Chitinas. Chinese Journal of Chemical 
Engineering 19(1): 128-134.  
 
Lottmann, J., H. Heuer, K. Smalla y G. Berg. 1999.  Influence of transgenic T4-lysozyme-
producing potato plants on potentially beneficial plant-associated bacteria. FEMS 
Microbiology Ecology 29:365-377. 
 
Martínez-Viveros, O., M.A. Jorquera, D.E. Crowley, G. Gajardo y M.L. Mora.  2010. 
Mechanisms and practical considerations involved in plant growth promotion by 
rhizobacteria. Journal of soil science and plant nutrition 10 (3): 293-319.  
 
Mujahid, M., C. Sasikala y C.V. Ramana. 2011. Production of indole-3-acetic acid and 
related indole derivatives from L-tryptophan by Rubrivivax benzoatilyticus JA2. Applied 
Microbiology Biotechnology 89:1001–1008. 
 
Nannipieri, P., J. Ascher, M.T. Ceccherini, L. Landi, G. Pietramellara, G. Renella y F. 
Valori. 2007. Microbial diversity and microbial activity in the rhizosphere. Ciencia del 
Suelo. 25(1): 89-97. 
 
Capítulo 2 59 
 
O'Kennedy, M.M., B.G. Crampton, M. Lorito, E. Chakauya, W.A. Breese, J.T. Burger y 
F.C. Botha. 2011. Expression of a β-1,3-glucanase from a biocontrol fungus in transgenic 
pearl millet. South African Journal of Botany 77: 335–345. 
 
Paul, E.A. 2007. Soil Microbiology, Ecology, and Biochemistry. Tercera Edición. Elsevier. 
535 p 
 
Patten, C.L. y B.R. Glick. 1996. Bacterial biosynthesis of indole-3–acetic acid. Canadian 
Journal of Microbiology. 42: 207–220. 
 
Pinton, R,.  Z. Varanini y P. Nannipieri. 2007. The rhizosphere: biochemistry and organic 
substances at the soil–plant interface. Segunda edición. Boca Raton, Florida. CRC Press. 
472 p.  
 
Reiter, B., U. Pfeifer, H. Schwab y A. Sessitsch. 2002. Response of endophytic bacterial 
communities in potato plants to infection with Erwinia carotovora subsp. atroseptica. 
Applied and Environmental Microbiology 68: 2261–2268.  
 
Ryan, R.P., K. Germaine, A. Franks, D.J. Ryan y D.N. Dowling. 2008. Bacterial 
endophytes: recent developments and applications. FEMS Microbiology Letters. 278:1-9.   
 
Rosenblueth, M. y E. Martínez-Romero. 2006. Bacterial endophytes and their interactions 
with hosts. Molecular Plant-Microbe Interactions 19: (8): 827–837.  
 
Sarwar, M., M. Arshad, D.A. Martens y W.T. Frankenberger. 1992. Tryptophan-dependent 
biosynthesis of auxins in soil. Plant and soil.147: 207-215. 
 
Sarwar, M. y R.J. Kremer. 1995. Determination of bacterially derived auxins using a 
microplate method. Letters in Applied Microbiology 20: 282-285. 
 
Sessitsch, A., B. Reiter y G. Berg. 2004. Endophytic bacterial communities of field-grown 
potato plants and their plant-growth-promoting and antagonistic abilities. Canadian 
Journal of Microbiology 50: 239–249.  
 
60 Selección y evaluación de microorganismos promisorios para el biocontrol 
del patógeno Spongospora subterranea 
 
Singh, P.P., Y.C. Shin, C.S. Park y Y.R. Chung. 1999. Biological control of Fusarium wilt 
of cucumber by chitinolytic bacteria. Phytopathology 89:92-99. 
 
Spaepen, S., S. Dobbelaere, A. Croonenborghs y J. Vanderleyden. 2008. Effects of 
Azospirillum brasilense indole-3-acetic acid production on inoculated wheat plants. Plant 
Soil. 312: 15-23   
 
Sturz, A.V., B.R. Christie, B.G. Matheson, W.J. Arsenault y N.A. Buchanan. 1999. 
Endophytic bacterial communities in the periderm of potato tubers and their potential to 
improve resistance to soil-borne plant pathogens. Plant Pathology 48:360–369. 
 
Tsavkelova, E.A., S.Y. Klimova, T.A. Cherdyntseva y A.I. Netrusov. 2006. Microbial 
producers of plant growth stimulators and their practical use: a review. Applied 
Biochemistry and Microbiology 42, 117–126. 
 
Van Loon, L.C., P.A.H.M. Baker y C.M.J. Pieterse. 1998. Systemic resistance induced by 
rhizosphere bacteria. Annual Rewiew of Phytopathology 36: 453-483. 
 
Yang, C., D.E. Crowley y J.A. Menge. 2001. 16S rDNA fingerprinting of rhizosphere 
bacterial communities associated with healthy and Phytophthora infected avocado roots. 
FEMS Microbiology Ecology 35:129–136. 
 
Yasmin, F., R. Othman, K. Sijam y M.S. Saad, 2009. Characterization of beneficial 
properties of plant growth-promoting rhizobacteria isolated from sweet potato rhizosphere. 
African Journal of Microbiology Research. 3: 815-821.  
 
Zhang, Z., G.Y. Yuen, G. Sarath y A.R. Penheiter. 2001. Chitinases from the Plant 
Disease Biocontrol Agent, Stenotrophomonas maltophilia C3. The American 
Phytopathological Society 91(2): 204-211. 
 
  
 
6. Capítulo 3 
 
EVALUACIÓN DE MICROORGANISMOS 
CON POTENCIAL DE PROMOCIÓN DE 
CRECIMIENTO Y BIOCONTROL DEL 
PATÓGENO Spongospora subterranea EN 
PLANTAS DE PAPA 
Juliana Soler Arango1, Elizabeth Gilchrist Ramelli1, Juan Carlos Pérez Naranjo1 
 
1 Universidad Nacional de Colombia, Laboratorio Microbiología del suelo, Grupo 
Sistemas Simbióticos 
 
RESUMEN 
 
La sarna polvosa de la papa es causada por el patógeno Spongospora subterranea, que 
disminuye la calidad y producción de los tubérculos y facilita la entrada de otros 
patógenos. Esta enfermedad afecta las principales zonas productoras de papa del 
mundo, debido a la falta de tratamientos efectivos contra el patógeno y al comercio de 
tubérculos-semilla infectados. Algunas investigaciones indican que los agentes de control 
biológico podrían contribuir a reducir la actividad de S. subterranea a través de efectos 
sobre la viabilidad de sus quistosoros o zoosporas o mediante efectos estimulantes en el 
crecimiento de la planta. En este estudio se emplearon bacterias aisladas previamente 
del interior de la raíz, la rizósfera y la superficie de tubérculos de unas plantas de papa 
(Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro) y seleccionadas por su capacidad para 
producir indoles totales y quitinasas. En estudios paralelos se determinó su capacidad 
para promover la velocidad de germinación en brotes de tubérculos o para controlar S. 
subterranea en raíces y promover el crecimiento vegetal de plántulas en invernadero. La 
mayoria de los aislamientos bacterianos evaluados incrementraron la longitud de brotes 
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en tubérculos en el laboratorio, presentándose el mayor incremento en los tubérculos 
inoculados con el aislamiento 81 caracterizado por presentar crecimiento lento en medio 
de cultivo con extracto de raíz, que además presentó la mayor producción de indoles 
totales. En el invernadero, en suelo no estéril y en presencia del patógeno, se encontró 
que dos de los 10 aislamientos bacterianos seleccionados por su capacidad para 
producir indoles totales y quitinasas, presentaron promoción de crecimiento vegetal y 
posible biocontrol del patógeno. Pruebas serológicas con raíces sugirieron biocontrol de 
la enfermedad por algunos aislamientos. Estos resultados muestran un gran potencial 
para la selección de microorganismos biocontroladores y desarrollo de bioproductos a 
partir de recursos microbiológicos locales. 
 
PALABRAS CLAVES: Sarna polvosa de la papa, indoles totales, quitinasas, control 
biológico. 
 
ABSTRACT 
 
The powdery scab of potato is caused by the pathogen Spongospora subterranea which 
reduces the quality and yield of tubers and facilitates the establishment of other 
pathogens. This disease affects main potato production zones in the world, because there 
is not a completely effective and available control method against the disease, and due to 
the trading of infested seed tubers. Some research suggests that biological control agents 
could reduce the activity of S. subterranea through effects on the viability of their 
cystosoris or zoospores or by stimulating plant growth. In this research, bacteria 
previously isolated, from inside the roots, the rhizosphere and tuber peel of potato plants 
(Solanum tuberosum var.Diacol Capiro), were used, and then selected according to their 
capacity of producing total indoles and chitinases. Here was tested in parallel studies the 
capacity of nine bacterial isolates differing in total indole and chitinase production, for its 
capacity at increasing tuber sprout length and in promoting plant growth and biocontrol of 
the S. subterranea. Inoculated in excised minitubers in laboratory most indole of the 
isolates tested resulted in increased tuber sprout length. In the greenhouse assay, in non-
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sterile soil and under a high pathogen pressure, two of the ten isolates selected because 
their ability to produce total indoles and chitinases, showed plant growth promotion and 
possible biocontrol of the pathogen. Serological tests with roots suggested biocontrol of 
the disease by some isolates. These results suggest a great potential for the selection of 
biocontrol microorganisms and the development of new bioproducts from local microbial 
resources. 
KEY WORDS: Powdery scab of potato, total indole, chitinases, biological control.  
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La sarna polvosa de la papa es causada por el patógeno Spongospora subterranea f .sp. 
subterranea, que depende de la presencia de raíces y tubérculos de papa para completar 
su ciclo de vida (Harrison et al., 1997; van de Graaf et al., 2007). El patógeno  disminuye 
la calidad y producción de los tubérculos hasta en un 40% (Merz y Falloon, 2009; 
Gilchrist et al., 2009, 2011), facilita la entrada de otros patógenos (Karling, 1942; 
Montero-Astúa y Vasquéz, 2008; Falloon, 2008) y afecta su calidad cosmética (Merz y 
Falloon, 2009). Actualmente, esta enfermedad afecta las principales zonas productoras 
de papa del mundo, debido a la falta de tratamientos efectivos contra este patógeno y al 
comercio de tubérculos-semilla infectados (Harrison et al., 1997; Merz, 2008), alarmando 
tanto a productores como a investigadores. S. subterranea forma estructuras de 
resistencia llamadas quistosoros, que pueden permanecer latentes en el suelo durante 
años hasta encontrar condiciones adecuadas (Harrison et al., 1997; Qu y Christ 2006; 
Merz y Falloon, 2009). 
 
El control biológico ha sido considerado como una vía complementaria para reducir el 
uso de químicos en la agricultura (Compant  et al., 2005; Paul,  2007; van der Heijden et 
al., 2008). Algunas investigaciones indican que los agentes de control biológico tienen un 
potencial para reducir la actividad de S. subterranea, posiblemente a través de efectos 
sobre la viabilidad de los quistosoros o las zoosporas  o mediante efectos estimulantes 
en el crecimiento de la planta (Nielsen y Larsen, 2004; Hoyos et al., 2008; Restrepo et al., 
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2009). Sin embargo, la eficacia del control biológico de la sarna polvosa en el campo aún 
no se ha demostrado (Merz y Falloon, 2009). Los métodos de biocontrol pueden 
presentarse por interacciones directas entre el patógeno y los agentes biocontroladores, 
como en la síntesis de enzimas líticas, o de manera indirecta como en el caso de la 
producción de fitohormonas que favorecen el crecimiento vegetal. Ambos casos resultan 
en efectos positivos en el crecimiento y desarrollo vegetal (Benítez et al., 2004; Compant 
et al., 2005; Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007). Los organismos quitinolíticos 
son capaces de degradar la quitina por producción de enzimas quitinolíticas o quitinasas. 
Las quitinasas están involucradas en el control biológico de patógenos como hongos e 
insectos, debido a que son capaces de degradar estructuras vitales como la membrana 
de insectos y la pared celular de hongos o de liberar compuestos que desencadenan 
respuestas de defensa (Singh et al., 1999; Compant et al., 2005; Gohel et al., 2006; 
Bhattacharya et al., 2007), en este caso el biocontrol de S. subterranea se espera que 
sea por la degradación de la capa de quitina en los quistosoros (Down et al., 2002). El 
ácido 3-indol acético (AIA) es un indol producido por algunas bacterias que promueve el 
desarrollo de raíces, estimula la defensa contra fitopatógenos y estimula el crecimiento 
vegetal (Tsavkelova et al., 2006); es responsable de la división, expansión y 
diferenciación de las células y tejidos de las plantas y estimula la elongación de las raíces 
(Tsavkelova et al., 2006; Martínez-Viveros et al., 2010).   
 
En los estudios anteriores se determinaron en microorganismos cultivables sus 
estrategias metabólicas o adaptativas (r y K) de acuerdo a la velocidad de crecimiento y 
su capacidad de producción de indoles totales y quitinasas.  Esos microorganismos 
fueron aislados del interior de la raíz, la rizósfera, la superficie de tubérculos o del suelo 
de unas plantas de papa (Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro). Se encontraron 
microorganismos con diferentes estrategias de crecimiento ó con una producción 
diferencial de indoles o quitinasas según el sitio de aislamiento de los microorganismos, 
con estrategas K (de crecimiento lento) o con la mayor producción de indoles totales y 
quitinasas en microorganismos aislados a partir de raíz o rizósfera, comparada con los 
aislados de tubérculos y suelo. Estos resultados sugieren que en el suelo, no es aleatoria 
la distribución de funciones deseables en controladores biológicos, y que es posible 
orientar la  búsqueda de microorganismos con actividades deseables con base en la 
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distribución  ecológica para optimizar así el uso de recursos y el desarrollo de 
bioproductos.  
 
Ya que los aislamientos con potencial biocontrolador se pueden seleccionar 
preliminarmente según su actividad productora de indoles o quitinasas, se realizó un 
experimento para evaluar el posible efecto en la velocidad de germinación de tubérculos 
de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro inoculados con nueve aislamientos 
bacterianos productores de indoles totales. En un estudio paralelo se realizó un 
experimento en invernadero con plántulas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol 
Capiro sembradas en suelo no estéril e infestado previamente con el patógeno e 
inoculadas con bacterias productoras de indoles totales y quitinasas, para determinar el 
potencial biocontrolador de dichas bacterias sobre Spongospora subterranea y para 
promover el crecimiento vegetal. 
 
METODOLOGÍA 
Efecto de la inoculación de aislamientos bacterianos en la velocidad de 
germinación de tubérculos de papa 
 
Selección de los aislamientos, incremento e inoculación 
 
Se seleccionaron bacterias aisladas del interior de la raíz, la rizósfera y la superficie de 
los tubérculos productoras de diferentes concentraciones de indoles totales/ml, para 
determinar si existen efectos promotores o deletéreos según las concentraciones (Tabla 
1). Se usó este criterio debido a que la literatura indica que microorganismos productores 
de altas concentraciones de AIA  pueden ser deletéreas para el crecimiento de la planta 
(Sarwar y Kremer. 1995; Barazani y Friedman, 1999), sin embargo no está definido que 
concentración de AIA puede llegar a ser deletérea para plantas de papa.  
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Tabla 1. Aislamientos bacterianos seleccionados para la evaluación de aumento en la 
velocidad de germinación de tubérculos de papa, según su capacidad de producción de 
indoles totales. 
Aislamiento 
Raíz
Indoles 
totales 
(µg/ml)
Estrategia 
adaptativa
Aislamiento 
Rizósfera
Indoles 
totales 
(µg/ml)
Estrategia 
adaptativa
Aislamiento 
Tubérculo
Indoles 
totales 
(µg/ml)
Estrategia 
adaptativa
81 75.5 K 31 62.5 r 93 61.2 K
80 29.1 K 69 38.6 K 90 18.3 K
85 1.7 K 66 3.5 K 70 1.7 K
 
 
El incremento del inóculo se realizó utilizando el mismo medio para aislar cada 
microorganismo, agar nutritivo (AN), papa glucosa agar (PGA) y agar extracto de raíz 
(ER). Se depositaron en el respectivo medio de cultivo 25µl de la suspensión de 
microorganismos almacenados en solución salina a una concentración de 0.85%. A las 
48 horas el inóculo se preparó agregando 3 ml de solución salina 0.85% sobre el cultivo,  
realizando un raspado de las unidades formadoras de colonia (UFC) y la suspensión 
recuperada se disolvió en 100 ml de solución salina 0.85%. Se tomó una muestra de 1 ml 
para estimar mediante conteos en microscopio el número de células inoculadas por ml 
(Tabla2). Aunque no se estandarizó la concentración del inóculo, se utilizó un alto 
número de células por ml para tratar de garantizar la colonización de las bacterias. 
 
Tabla 2. Concentración del inóculo utilizado para la evaluación de aumento en la 
velocidad de germinación de tubérculos de papa, según su capacidad de producción de 
indoles 
totales.
Aislamiento 
Raíz
Medio 
de 
cultivo
células/ml
Aislamiento 
Rizósfera
Medio 
de 
cultivo
células/ml
Aislamiento 
Tubérculo
Medio 
de 
cultivo
células/ml
81 ER 9X106 31 PGA 2.5X108 93 PGA 9.6X107
80 ER 4.2X107 69 PGA 1.9X107 90 PGA 3.2X107
85 PGA 4.6X107 66 AN 2.5X107 70 ER 2.3X107
 
Se cortaron fragmentos de aproximadamente 3.5 g de semillas de papa empezando a 
tallar, cada fragmento con un brote; inmediatamente después de hacer el corte se 
sumergió los fragmentos durante 30 min en la suspensión del inóculo y los fragmentos 
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del control se sumergieron en solución salina 0.85% durante el mismo tiempo (testigo 
absoluto). Cada fragmento se tomó como una repetición y se realizaron 8 repeticiones 
por aislamiento. Luego de la inoculación los fragmentos se almacenaron protegidos de la 
luz con papel absorbente y a temperatura ambiente. 
 
Variables a evaluar 
 
El día de la inoculación se tomó la longitud inicial de los brotes, y se realizó seguimiento 
de la longitud los días 3, 5 y 8 despues de la inoculación, para determinar el porcentaje 
de incremento en la longitud del brote (Ecuación 1). El efecto de la inoculación se estimó 
mediante un análisis de medidas repetidas y se realizó una prueba de Dunnett para 
comparar los promedios de cada   tratamiento con el del testigo no inoculado. 
 
      Ecuación 1 
 
Promoción de crecimiento vegetal y biocontrol del patógeno Spongospora 
subterranea 
 
Selección de los aislamientos, incremento e inoculación 
 
Con base en los resultados presentados en el capitulo anterior, se seleccionaron 10 
aislamientos bacterianos obtenidos del interior de raíces y de suelo de la rizósfera, entre 
las que se encontraban  productoras de ambas actividades, productoras solo de indoles 
totales y productoras solo de quitinasas (Tabla 3). 
Tabla 3. Aislamientos bacterianos seleccionados para la evaluación de microorganismos 
promisorios para el biocontrol de Spongospora subterranea, según su capacidad de 
producción de indoles totales y 
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quitinasas.
Ailamiento
Raíz
Indoles
totales 
(µg/ml)
Halo de 
hidrólisis por 
quitinasas
(cm) 
Estrategia 
adaptativa
Aislamiento 
Rizósfera
Indoles
totales 
(µg/ml)
Halo de 
hidrólisis por 
quitinasas
(cm) 
Estrategia 
adaptativa
81 75.5 1 K 23 46.6 0 r
37 20.26 1 r 66 3.5 1 K
85 1.7 0 K 20 6.6 4.8 r
33 0 6.8 r 26 0 2.5 r
87 1.3 4.2 K 31 62 0 K
 
 
El incremento del inóculo se realizó utilizando el mismo medio de donde fue aislado cada 
microorganismo, agar nutritivo (AN), papa glucosa agar (PGA) y agar extracto de raíz 
(ER). Se platearon 25µl de los microorganismos almacenados en solución salina al 
0.85% en el respectivo medio de cultivo. A las 48 horas el inóculo se preparó agregando 
3 ml de solución salina al 0.85% sobre el cultivo, realizando un raspado de las UFC y los 
mililitros recuperados se disolvieron en 200 ml de solución salina 0.85%. Se tomó una 
muestra de 1 ml para realizar conteo de células inoculadas por ml (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Concentración de células  de  microorganismos promisorios por su capacidad de 
producción de indoles totales y quitinasas para la estimulación del crecimiento vegetal y 
el biocontrol de Spongospora subterranea. 
Aislamiento 
Raíz 
Medio de 
cultivo 
Células/ml 
Aislamiento 
Rizósfera 
Medio de 
cultivo 
Células/ml 
81 ER1 4.3x106 23 PGA 1.7x107 
37 AN 2.9x107 66 AN 1.2x107 
85 PGA 1.3x107 20 ER1 2x107 
33 ER2 7.6x106 26 AN 7.6x106 
87 PGA 4x107 31 PGA 8.3x107 
 
Bajo condiciones de invernadero, semillas de papas talladas se pusieron a crecer durante 
15 días en arena (previamente tratada con agua hirviendo), luego se separaron las 
plántulas de cada brote con sus raíces para ser inoculadas. Las raíces de las plantas se 
sumergieron en los 200 ml del inoculo durante 30 minutos y las raíces del control (testigo 
absoluto) se sumergieron en 200 ml de solución salina 0.85% durante el mismo tiempo. 
Luego de la inoculación de las raíces se sembraron 10 plantas por aislamiento en 
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materas con 600 g de suelo naturalmente infectado con Spongospora subterranea en 
condiciones de invernadero. El experimento se desarrolló en el Centro de Investigación y 
Desarrollo Tecnológico Paysandú, Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, 
localizado en el corregimiento de Santa Elena-Medellín, Antioquia, a una altitud de 2550 
metros sobre el nivel del mar. 
 
El diseño experimental incluyo solo tratamientos con plantas sembradas en suelo 
infestado naturalmente y sin controles absolutos en suelos no inoculados, debido a los 
cambios biológicos, químicos y físico tan drásticos que ocurren por el método de 
esterilización seleccionada. Como se utilizó suelo naturalmente infestado con el patógeno 
y con reportes anteriores de enfermedad, la cantidad de inóculo de S. subterranea  se 
estimó en 100 g de suelo secado durante 48 horas a 25 ± 3 ºC y tamizado 
sucesivamente en tres tamices de 600, 150 y 53 µm. Del tamizado resultante se tomó 0.1 
g, se suspendió agregando agua corriente hasta 10 ml con agua de red y se agitó 
fuertemente. Inmediatamente, 50 µl de esta suspensión se montaron en una cámara de 
Neubauer para contar los quistosoros utilizando un microscopio óptico en el objetivo de 
10x. El resultado del conteo se expresó como quistosoros por gramo de suelo, 
considerando los 100g de suelo de los que se partió inicialmente. En total se realizaron 
cinco conteos y se determinó el error estándar. Los quistosoros fueron reconocidos por 
su forma esférica irregular, por su estructura porosa y por su color ocre oscuro (Beltrán et 
al. 2009). El suelo naturalmente infestado  presentó niveles altos de inóculo, 4480 ± 376 
quistosoros/g de suelo. Se ha estimado que un inóculo mayor a 500 quistosoros/g de 
suelo es donde se presenta la mayor incidencia de la enfermedad en raíces (Merz, 1993). 
 
Se utilizó suelo derivado de cenizas volcánicas clasificado como Andisol y se 
determinaron las características químicas del suelo antes de la inoculación en el 
Laboratorio de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín (Tabla 5). 
El suelo utilizado presentó una fertilidad relativamente alta, con valores altos de P, K, S y 
B, alto contenido de materia orgánica, un pH ideal para el cultivo de la papa y solo hay 
valores bajos de Mg por desbalance en la relación Ca:Mg:K que debe ser 3:1:0,3 
(Barrera, 1995). 
 
70 Selección y evaluación de microorganismos promisorios para el biocontrol del 
patógeno Spongospora subterranea 
 
 
Tabla 5.  Análisis químico del suelo utilizado para la evaluación de microorganismos 
promisorios para el biocontrol de Spongospora subterranea. 
pH M.O. Al Ca Mg K P S Fe Mn Cu Zn B N-NO3 N-NH4 
 (%) (cmolc/kg) (mg/kg) 
4,5 27,9 1,5 6,5 1 0,74 127 18 184 28 4 31 1,2 230 23 
 
 Las plantas fueron regadas dos veces por semana y cada maceta se fertilizó aplicando 
una vez por semana 40 ml de una solución preparada agregando  a un litro de agua 1 
gramo de un fertilizante foliar comercial (2% N-NO3, 5% N-NH4, 28% P2O5, 18% K2O, 2% 
MgO, 2% S-SO4, 0.2% B, 0.26 Cu, 0.2% Fe, 0,3% Mn, 0.3% Zn). 
 
 
 Variables a evaluar 
 
El día de la inoculación se tomó el peso total (foliar y raíz) y la longitud inicial de cada 
planta. Se realizó un muestreo destructivo un mes después de la inoculación, se 
determinó el peso fresco foliar y de raíz. Se pesaron los tubérculos en formación de cada 
tratamiento. Los datos fueron analizados por ANOVA después de probar los supuestos 
de normalidad y homocedasticidad. Luego se realizó una prueba de Dunnett para 
comparar el promedio de cada variable con el del tratamiento testigo. 
 
 
Colonización de raíces y rizósfera 
 
Para evaluar el establecimiento de los microorganismos se determinó la colonización de 
las raíces y la rizósfera de los tratamientos más promisorios para estimulación de 
crecimiento. Los microorganismos se aislaron de 4 plantas tomadas al azar inoculadas y 
del control. Para aislar los microorganismos de la rizósfera se transfirió 1 g  de suelo a un 
tubo con 9 ml de agua estéril, se mezcló y se transfirieron 100 µl a un tubo con 9.9 ml de 
agua estéril. Para aislar los microorganismos de la raíz primero se removió el suelo 
adherido y se lavaron con agua corriente, se pesaron 3 g y se esterilizaron por inmersión 
en etanol al 70 % por 30 seg, luego en hipoclorito de sodio al 3-5 % por 3 min y 
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finalmente se realizaron lavados sucesivos con agua destilada estéril y un secado en 
papel toalla estéril; se maceraron las raíces en 3 ml de agua destilada estéril y se 
transfirió 1 ml del macerado a un tubo con 9 ml de agua estéril. Se transfirieron 20 µl de 
las diluciones a cajas de petri con los medios de cultivo correspondiente a cada 
aislamiento y se distribuyeron uniformemente con asa de Digralsky. La incubación se 
realizó a temperatura ambiente y en oscuridad y se revisó el crecimiento diariamente 
para identificar los aislamientos según sus características morfológicas (forma, color, 
textura y elevación) y registrar el número colonias formadas. 
 
 
Infección de las raíces 
 
Para determinar si se presentó infección por Spongospora subterranea, las raíces de las 
plantas muestreadas fueron lavadas con agua de red, se tomaron muestras de raíces 
finas y se les adicionó azul de tripano en lactofenol al 0,1% durante 5 min y luego se 
lavaron con agua destilada, las raíces fueron examinadas usando un microscopio óptico 
en busca de quistosoros, plasmodios o zoosporangios (formas del ciclo de vida del 
patógeno) (Harrison et al., 1997; Falloon et al., 2003). El colorante tiñe de azul todos los 
tejidos de la planta y las estructuras dentro de las células vegetales, se espera que las 
estructuras de S. subterranea se tiñan de un azul más intenso porque son más densas. 
Esta técnica no permite diferenciar entre las estructuras de S. subterranea con las de 
otros patógenos o simbiontes de las raíces y ya que requiere mucho tiempo solamente 
una parte del sistema radicular puede ser evaluada, por lo que esta técnica se utilizó solo 
para confirmar si se presentó infección y no para cuantificar la infección (van de Graaf et 
al., 2003). 
 
 
Prueba serológica 
 
Se le realizó una prueba serológica al suelo, a las plantas del control (sin inocular) y a las 
plantas que presentaron estimulación de crecimiento y/o biocontrol del patógeno al 
inocularlas con los microorganismos productores de indoles totales y quitinasas. La 
prueba se realizo con el kit Sss-AgriStrip, desarrollado y producido por BIOREBA, esta 
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prueba se basa en la técnica de inmunocromatografía de flujo lateral, utilizando 
anticuerpos monoclonales específicos para Spongospora subterranea f. sp. subterranea. 
Se siguieron las instrucciones del fabricante. Las tiras reactivas se sumergen con el lado 
marcado “sample” (muestra) dentro del extracto de las raíces maceradas con el buffer de 
extracción, el líquido migra hacia arriba e inicia la reacción antígeno-anticuerpo, lo cual 
genera líneas visibles. Tanto la línea de prueba como la línea de control se tornan 
visibles con extractos positivos, mientras que las muestras negativas producen solo la 
línea de control (superior). Las líneas comienzan a desarrollarse dentro de un período de 
1-2 minutos y alcanzan su intensidad máxima luego de los 10-15 minutos. Las muestras 
que contienen una alta concentración de patógenos generalmente producen tanto una 
línea de prueba fuerte como una línea de control fuerte, mientras que las pruebas con 
baja concentración de antígenos (patógenos) producen una línea de prueba más débil 
que la línea de control.  Si solo aparece la línea de control, no existe ningún antígeno 
detectable presente en la muestra (BIOREBA, 2012). 
 
RESULTADOS 
Efecto de la inoculación de aislamientos bacterianos en la velocidad de 
germinación de tubérculos de papa 
 
Se seleccionaron bacterias productoras de diferentes concentraciones de indoles 
totales/ml y se determinó el incremento en la longitud de los brotes de tubérculos de papa 
Diacol Capiro en tres tiempos diferentes (Figura 1). 
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69 66 93 90 70
Control 81 80 85 31
 
Figura 1. Fragmentos de semillas de papa aproximadamente de 3.5 g inoculados con los 
aislamientos de microorganismos productores de indoles totales y quitinasas, aislados de 
raíces, rizósfera y tubérculos.  
 
Se encontró que los aislamientos 81, 85, 66 y 93 presentaron un incremento significativo 
en la longitud del brote a partir del tercer día; el 80 y 85 a partir del quinto día y el 31 al 
octavo día de inoculación de los aislamientos (Figura 2). Todos los aislamientos de la raíz 
presentaron incremento en la longitud del brote con respecto al control, dos aislamientos 
de la rizósfera y solo uno del suelo presentaron incremento (Figura 2). No se encontró 
efecto deletéreo de las altas concentraciones de las bacterias 81 y 93 productoras de 
75.5 y 61.2 µg/ml de indoles totales, respectivamente. Los mayores incrementos en la 
longitud del brote se encontraron al inocular aislamientos productores de altas 
concentraciones de indoles totales/ml, como el aislamiento 81 productor de 75,5 µg/ml de 
indoles totales y el 93 productor de 61,2 µg/ml de indoles totales.  En cuatro de los seis 
aislamientos que presentaron incremento en la longitud de los brotes, no se encontraron 
diferencias significativas según el día de evaluación. 
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Figura 2. Incremento en la longitud del brote (%) de tubérculos de papa Solanum 
tuberosum variedad Diacol Capiro a los 3 ( ), 5 ( ) y 8 ( ) días despues de la 
inoculación con aislamientos productores de indoles totales. Entre líneas discontinuas los 
aislamientos separados según su origen. Las barras indican los intervalos de confianza 
del 95%. El asterisco indica diferencia significativa con respecto al control para cada 
tiempo de lectura (p<0.05). 
 
Promoción de crecimiento vegetal y biocontrol del patógeno Spongospora 
subterranea 
 
El peso fresco de raíces y foliar (g), el incremento en peso total en la longitud foliar (%) y 
la formación de tubérculos se determinaron mediante un muestreo destructivo a las 4 
semanas después de la siembra e inoculación. Para el peso fresco de raíz se encontró 
efecto significativo al inocular el aislamiento 81, y para el peso fresco foliar al inocular los 
aislamientos 81 y 37 (Figura 3). 
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Figura 3. Peso fresco raíz (g) y foliar (g) de plántulas de papa Solanum tuberosum 
variedad Diacol Capiro sin inocular (control) ( ) e inoculadas con aislamientos del interior 
de la raíz ( ) y de la rizósfera ( ) productores de indoles totales y/o quitinasas, en un 
suelo infectado con Spongospora subterranea. Las barras indican los intervalos de 
confianza del 95%. El asterisco indica diferencia significativa con respecto al control 
(p<0.05).  
 
Se encontró una mayor formación de tubérculos en las plantas inoculadas con el 
aislamiento 37 comparadas con las plantas de control (plantas sin inocular) (Figura 4). 
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Figura 4. Formación de tubérculos (g) por plántulas de papa Solanum tuberosum 
variedad Diacol Capiro sin inocular (control) ( ) e inoculadas con aislamientos obtenidos 
del interior de la raíz ( ) y de la rizósfera ( ) productores de indoles totales y/o 
quitinasas, en un suelo infectado con Spongospora subterranea. Las barras indican los 
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intervalos de confianza del 95%. El asterisco indica diferencia significativa con respecto 
al control (p<0.05). 
 
Para verificar el establecimiento de los microorganismos inoculados se determinó la 
colonización de las raíces de las plantas inoculadas con los aislamientos 81, 37, 33 y 87, 
y se determinó el establecimiento de los aislamientos 66 y 26 en la rizósfera, según sus 
características morfológicas. Se pudo determinar que cada aislamiento se estableció en 
el interior de la raíz o en la rizósfera (Tabla 6).  
 
Tabla 6. Establecimiento de los asilamientos en el interior de las raíces o la rizósfera, 
determinado mediante conteo de número de colonias formadas en los mismos medios 
usados  durante el aislamiento. 
Zona 
aislamiento Medio de cultivo 
Aislamientos 
Log 10(UFC/g) 
 
Raíz 
ER1 81 2.5±0.3 
AN 37 2.8±0.4 
ER2 33 1.5±0.1 
PGA 87 1.6±1.1 
Rizósfera 
AN 66 1.2±0.2 
AN 26 1.1±0.1 
 
Al evaluar la tinción de las raíces en 4 plantas del control y el tratamiento 81 para 
detectar estructuras relacionadas con Spongospora subterranea se encontraron 
quistosoros y posibles zoosporangios (Figura 5). 
A B C
ED F
 
Figura 5.  Infección por Spongospora subterranea en raíces de las plantas de papa en 
invernadero sin inocular (control) (A, B y C) e inoculadas con el tratamiento 81 (D, E y F), 
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teñidas con azul de tripano en lactofenol al 0,1% y observadas bajo el microscopio óptico. 
Se encontraron estructuras similares a quistosoros (A, D y F tomadas a un aumento de 
40 X) y posibles plasmodio o zoosporangios (B y E tomadas a 40 X y C tomada a 100 X). 
 
La prueba serológica se realizó al suelo infectado por el patógeno donde fueron 
sembradas las plantas y a las raíces de las plantas del control (sin inocular) y de las 
plantas inoculadas con el aislamiento 81 y 37. Como el suelo contenía una alta 
concentración del patógeno, entonces se presentó una línea de prueba fuerte y una línea 
de control fuerte, en las raíces del control (plantas sin inocular y en presencia del 
patógeno) se presentó una línea de prueba tenue y una línea de control fuerte, mientras 
que en las plantas inoculadas con los aislamientos 81 y 37 solo se presentó la línea 
control (Figura 6). 
 
A B C D
 
Figura 6. Prueba serológica realizada con el kit Sss-AgriStrip realizada a suelo infectado 
con S. subterranea (A) y a raíces del control (B), inoculadas con el aislamiento 81 (C) e 
inoculadas con el aislamiento 37 (D) para mirar la presencia del patógeno. 
 
DISCUSIÓN 
 
Se determinó el incremento en la longitud de los brotes de tubérculos por bacterias 
productoras de diferentes concentraciones de indoles totales/ml. Todos los aislamientos 
de la raíz presentaron incremento en la longitud del brote con respecto al control, dos 
aislamientos de la rizósfera y solo uno del suelo presentaron incremento (Figura 1 y 2). 
No se encontraron efectos deletéreos por altas concentraciones de indoles totales, por el 
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contrario los mayores incrementos en la longitud del brote se encontraron al inocular 
aislamientos productores de altas concentraciones de indoles totales/ml. 
 
Al llevar los microorganismos a condiciones de invernadero e interactuar con la planta y 
el patógeno, se encontró que de las 10 bacterias promisorias por su capacidad para 
producir indoles totales y quitinasas, dos indujeron promoción de crecimiento vegetal, con 
el aislamiento 81 se presentó aumento del peso de la raíz y de la parte foliar de la planta,  
y con el aislamiento 37 se presentó aumento en el peso foliar y una mayor formación de 
tubérculos (Figuras 3 y 4). Ambos aislamientos presentaron una alta producción de 
indoles totales/ml y tienen producción media de quitinasas (Tabla 3), estos 
microorganismos fueron aislados del interior de la raíz de una planta de papa Solanum 
tuberosum variedad Diacol Capiro. Para aislar la bacteria 81 se utilizó un medio diseñado 
con extractos de las raíces de papa y para la bacteria 37 un agar nutritivo. De los demás 
aislamientos promisorios, el 23 y el 31 también presentaron una alta producción de 
indoles totales/ml  y el 33 y el 20 de quitinasas, pero no promovieron el crecimiento de la 
planta. Los aislamientos que presentaron actividad quitinolítica alta, como el 33 y el 20, 
no promovieron el crecimiento de la planta, sugiriendo que no se presentó ningún efecto 
sobre los quistosoros, unidades de resistencia y de infección del patógeno.  
 
Ninguno de los aislamientos presentó alta actividad de ambos productos, indoles y 
quitinasas. Es posible que sea muy costosa en términos metabólicos la producción de 
auxinas y de enzimas hidrolíticas al mismo tiempo (Lang et al., 2009), sugiriendo que 
emplear microorganismos biocontroladores individualmente y en forma inundativa podría 
ser menos efectivo. Adicionalmente este enfoque en la identificación y caracterización de 
mecanismos individuales no ha permitido entender la naturaleza multifactorial del control 
biológico y la complejidad de la interacción planta- microorganismo (Paul,  2007; Kim et 
al., 2011). Se podrían emplear mezclas complementarias de microorganismos 
productores de actividades diferentes, de tal manera que los efectos conjuntos de los 
microorganismos actúen sobre la planta y el patógeno. 
 
Hernández y colaboradores (2004) determinaron la actividad antagónica y la capacidad 
para producir AIA de las rizobacterias Pseudomonas fluorescens, Burkholderia sp. y 
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Burkholderia cepacia, y encontraron estimulación del crecimiento del maíz con una 
producción entre 5.93 y 21.53 µg/ml de AIA. Barazani y Friedman (1999) midieron los 
efectos fitotóxicos y promotores de crecimiento de fracciones de AIA separadas por 
cromatografía de capa fina en raíces de plántulas de lechuga, se asumió que el efecto 
inhibitorio por bacterias deletéreas (DRB) o promotor por rizobacterias (PGPR) fue 
mediado por auxinas, donde el promedio de la concentración de AIA producido por las 
DRB fue 4,7 veces más alto que el producido por las PRPG. Encontraron altos niveles de 
AIA (76,6 µM o 132 µg/ml de AIA) en cuatro DRB que suprimieron el crecimiento de las 
raíces y cuatro aislamientos de PGPR produjeron concentraciones más bajas de AIA 
(16,4 µM o 28,3 µg/ml de AIA), pero no encontraron relación entre la concentración de 
AIA y el efecto en las raíces para algunos aislamientos. En el presente trabajo se 
encontraron aislamientos productores de altas concentraciones de indoles totales en raíz 
y en la  rizósfera que no fueron deletéreas, por el contrario, el aislamiento con la mayor 
producción de indoles totales (75.5 µg/ml) fue el único que indujo promoción de 
crecimiento vegetal.  A la fecha no se ha reportado la concentración de AIA que pueda 
llegar a ser deletérea para plantas de papa Solanum tuberosum. Ya que la medición 
colorimétrica de la técnica de Salkowski no es específica para el AIA, ya que ésta permite 
medir otros indoles como el ácido indolpirúvico y la indolacetamida (Glickmann y 
Dessaux, 1995), es dificil encontrar una relación entre las medidas indirectas de las 
actividades y la promoción del crecimiento vegetal. Las pruebas de indoles totales y de 
halo de hidrólisis por quitinasas permiten tener una idea   la activiad de los 
microorganismos que se encuentran dentro o cerca de las raices de la planta de papa, lo 
que puede facilitar su selección para su posterior uso  como biocontroladores y/o 
estimuladores de crecimiento vegetal. 
 
Mientras que la mayoría de los aislamientos promovió el crecimiento de la longitud de los 
brotes del tubérculo, los aislamientos promisorios productores de indoles totales y 
quitinasas no presentaron efecto en la promoción del crecimiento vegetal, lo que se 
puede deber a la influencia del patógeno, a la interacción con la planta y/o a la 
competencia dentro de la planta, ya que un aislamiento no actúa solo en un espacio 
vacío, tiene que coexistir con una gran diversidad de microorganismos que pueden 
contribuir o antagonizar al biocontrol (Paul, 2007). En plantas, poblaciones microbianas 
interactúan con el hospedero que secreta metabolitos, sin embargo esta interacción  no 
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se entiende en su totalidad, por ejemplo, solo en pocos microorganismos productores de 
AIA in vitro se ha demostrado el impacto sobre la planta (Kim et al., 2011). Es necesario 
entender la distribución, la funcionalidad y las relaciones plantas microorganismo, es así 
como Reiter y colaboradores (2002) establecieron que la estructura de la comunidad de 
bacterias endófitas de papa, está correlacionada con la ausencia o presencia de un 
fitopatógeno. Sería necesario evaluar la producción de indoles totales y de quitinasas 
desde el interior de la raíz hasta el suelo en plantas de papa Solanum tuberosum 
variedad Diacol Capiro sin la presencia del patógeno Spongospora subterranea, para 
establecer la influencia de éste en las comunidades microbianas, este estudio debe 
hacerse bajo condiciones controladas, ya que en campo es muy difícil encontrar un 
cultivo bajo las mismas condiciones bióticas y abióticas con y sin la enfermedad  
 
Las dos bacterias promotoras de crecimiento vegetal encontradas en este trabajo son 
provenientes del interior de la raíz de plantas de papa, siendo el aislamiento 81 un 
estratega K y el aislamiento 37 un estratega r. Sturz y colaboradores (1999), sugieren 
que el funcionamiento de comunidades de bacterias endófitas contribuye a la resistencia 
de tubérculos de papa (Solanum tuberosum) a patógenos como Fusarium sambucinum,  
Fusarium oxysporum y Phytophthora infestans. Algunos estudios indican que el potencial 
de promoción del crecimiento es mayor en endófitos comparados con rizobacterias 
(Sessitsch et al., 2004), esta capacidad como agentes biocontroladores posiblemente se 
puede atribuir a que las bacterias endófitas colonizan un nicho ecológico similar al que 
colonizan los patógenos por lo que se adaptan mejor que bacterias de la rizósfera ya que 
están en contacto directo con las células del hospedero, además de que compiten por 
espacio con el patógeno (Hallmann et al., 1997; Reiter et al., 2002; Sessitsch et al., 2004; 
Rosenblueth y Martínez-Romero, 2006; Paul,  2007; Khan y Doty, 2009).  
 
Se ha demostrado que el establecimiento de las poblaciones bacterianas y la producción 
de los metabolitos son importantes para el éxito del control biológico de patógenos, es 
necesario un umbral de densidad poblacional de bacterias para tener una supresión 
significativa de la enfermedad y una pequeña disminución en el tamaño de la población 
podría reducir dramáticamente los niveles de protección (Johnson, 1994; Kim et al., 
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2011). En este estudio se encontró que todos los aislamientos colonizaron el interior de la 
raíz y la rizósfera, pero no todos promovieron el crecimiento vegetal.  
 
Se ha observado que la producción de metabolitos secundarios in vitro en medios 
enriquecidos es inestable, ya que en estos medios aparecen mutantes espontáneos, con 
mutaciones en los genes responsables de la producción de metabolitos secundarios, que 
puede influenciar el metabolismo primario y secundario de la bacteria, estos mutantes 
presentan pérdidas en la capacidad de inhibición del patógeno y algunas actividades 
antimicrobianas (Duffy y Défago, 2000; Chancey et al., 2002; Kim et al., 2011). La 
ocurrencia de mutantes en medios enriquecidos puede reducir la eficacia del controlador 
biológico o los mutantes pueden desplazar los aislamientos nativos. Chancey y 
colaboradores (2002) encontraron que los mutantes desplazan a los nativos en el medio 
enriquecido y en suelo estéril, pero no en la rizósfera donde tiene que competir con la 
microflora nativa. Mientras que Natsch y colaboradores (1994) encontraron que la 
supervivencia de los mutantes no difiere de la de los nativos en la rizósfera de varios 
suelos. Duffy y Défago (2000) encontraron que la eficiencia del inóculo biocontrolador, 
fue reducido por la contaminación de mutantes durante la producción del inóculo en 
medios enriquecidos, y que la aparición de estos mutantes se puede disminuir si se 
utilizan medios con bajas concentraciones de nutrientes, que reflejan mejor las 
condiciones naturales del entorno donde se aíslan los microorganismos, donde los 
nutrientes son a menudo limitados. Es posible que al intentar aumentar el inóculo para 
las pruebas en invernadero se hayan generado mutantes espontáneos y se haya perdido 
la capacidad de producción de indoles totales o de quitinasas y se pudo presentar un 
desplazamiento de las comunidades nativas productoras de la actividad. El aislamiento 
81 presentó la mayor colonización de las raíces, presentó promoción de crecimiento 
vegetal y es un posible biocontrolador del patógeno Spongospora subterranea, esta 
bacterias fue aislada e incrementada en condiciones pobres de nutrientes, en un medio 
con extractos de la raíz de la papa, es posible que este medio de cultivo haya limitado la 
aparición de mutantes deficientes en la producción de ambas actividades, es necesario 
estudiar más a fondo la producción de estos metabolitos y el posterior establecimiento y 
actividad de los aislamientos en la planta. 
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CONCLUSIONES 
 
Se encontraron dos bacterias promotoras de crecimiento vegetal y que posiblemente 
permiten mitigar los efectos de la enfermedad causada por el patógeno Spongospora 
subterranea, las cuales fueron aisladas del interior de la raíz de una plantas de papa 
Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro y fueron seleccionadas por su capacidad de 
producción de indoles totales y de quitinasas. El aislamiento 81 incrementó el peso foliar 
y de raíces mientras que el 37 presentó un aumento en el peso foliar y en la formación de 
tubérculos que podría resultar en una mayor producción respecto a las plantas infectadas 
con el patógeno y sin inocular con estos aislamientos.  
 
RECOMENDACIONES 
 
Sería necesario evaluar la producción de indoles totales y de quitinasas desde el interior 
de la raíz hasta el suelo en plantas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro 
sin la presencia del patógeno Spongospora subterranea, para establecer la influencia de 
éste en las comunidades microbianas, este estudio debe hacerse bajo condiciones 
controladas, ya que en campo es muy difícil encontrar un cultivo bajo las mismas 
condiciones bióticas y abióticas con y sin la enfermedad  
 
Es necesario evaluar las dos bacterias promotoras de creciemiento vegetal y posibles 
controladoras de la enfermedad en condiciones de campo y su especificidad en cuanto al 
cultivo. Los demás aislamientos productores de indoles totales y quitinasas que 
promovieron incremento en la longitud de los brotes de los tubérculos, son potenciales 
promotores de crecimiento vegetal, pero no presentaron efectos bajo las condiciones de 
invernadero. Es necesario ampliar el estudio a la producción de metabolitos en el 
laboratorio y el posterior establecimiento de los microorganismos, estudiar las 
interacciones de los microorganismos con la planta y el patógeno y no enfocarse en la 
identificación y caracterización de mecanismos individuales de biocontrol, para entender 
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como las poblaciones y las actividades de las poblaciones de microorganismos que 
colonizan las plantas se conectan e integran en el ambiente. 
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